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*Geteilte Erstautorenschaft

„Manchmal hat man eine sehr lange Straße vor sich. Man denkt, die ist so schrecklich
lang; das kann man niemals schaffen, denkt man. Und dann fängt man an, sich zu eilen.
Und man eilt sich immer mehr. Jedesmal, wenn man aufblickt, sieht man, daß es gar nicht
weniger wird, was noch vor einem liegt. Und man strengt sich noch mehr an, man kriegt
es mit der Angst, und zum Schluß ist man ganz außer Puste und kann nicht mehr. Und
die Straße liegt immer noch vor einem. So darf man es nicht machen. Man darf nie an
die ganze Straße auf einmal denken, verstehst du? Man muss nur an den nächsten Schritt
denken, an den nächsten Atemzug, an den nächsten Besenstrich. Und immer wieder nur
an den nächsten. Dann macht es Freude; das ist wichtig, dann macht man seine Sache
gut. Und so soll es sein. Auf einmal merkt man, dass man Schritt für Schritt die ganze
Straße gemacht hat. Man hat gar nicht gemerkt wie, und man ist nicht außer Puste. Das
ist wichtig.“
Beppo Straßenkehrer
(aus Momo von Michael Ende)
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1 Einleitung
„Wenn wir Menschen Computer wären, dann bildeten unsere Gene die Hardware. Aber
natürlich müsste es auch eine Software geben.“ schreibt Peter Spork in seinem Buch „Der
zweite Code“.1 Er spricht von dem Epigenetischen Code, jenem komplizierten System von
biochemischen Mechanismen, das für die Regulierung unserer Gene verantwortlich ist.
Lange dachte man, dass die Individualität eines Lebewesens einzig und allein durch sein
Genom bestimmt wird, also der Sequenz oder Basenabfolge seines Erbguts. Aber woher
kommen dann die Unterschiede eineiiger Zwillinge, die das exakt gleiche Erbgut tragen?
Wie kommt es zur Ausbildung verschiedener Zelltypen aus einer einzigen Zelle? Wie ent-
steht aus einer Raupe ein Schmetterling, wo doch der im Erbgut festgelegte Bauplan ein
und derselbe ist?
Tatsächlich ist das Erbgut flexibler, als lange angenommen. Umwelteinflüsse führen
zu Veränderungen am Erbgut, die die Sequenz intakt lassen, aber zum Ab- oder An-
schalten ganzer Gene führen. Es handelt sich um reversible Veränderungen, die vererbt
werden können. Die Wissenschaft, die sich mit diesen Mechanismen beschäftigt nennt sich
Epigenetik. Dahinter steckt ein kompliziertes System - der Epigenetische Code.
1.1 Histoncode
Das Erbgut eukaryotischer Zellen liegt komprimiert im Zellkern vor. Aufgewickelt auf
Proteine, hauptsächlich Histone, bildet es die Verpackungseinheit der Nukleosome, die
sich wiederum zum Chromatin und letztlich zu Chromosomen zusammenlagern (siehe
Abb. 1.1 a). Das Chromatin liegt in zwei verschiedenen Strukturen vor, dem dicht ge-
packten Heterochromatin und dem locker gepackten Euchromatin (Abb. 1.1 b). Durch die
dichte Packung im Heterochromatin ist die Zugänglichkeit und damit die Aktivität der
Gene herabgesetzt, während die Gene im Euchromatin leichter abgelesen werden können.2
In welcher Struktur das Chromatin vorliegt, hängt entscheidend von den Modifikatio-
nen der Histone und der DNA ab. Wie Abb. 1.2 zeigt, besteht jedes Nukleosom aus einem
Kern, in dem die Histone H2A, H2B, H3 und H4 jeweils zweimal vorkommen. Dieser His-
1
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Abbildung 1.1: a: Darstellung der Verpackung von DNA in eukaryotischen Zellen. b: Dar-
stellung von Heterochromatin (oben) und Euchromatin (unten). Abbildungen zur Verfügung
gestellt vom National Human Genome Research Institute (bearbeitet).3
tonkern ist mit je 146 bp der DNA umwickelt. Das Histon H1 fungiert als Linkerprotein
und hält an der Ein- und Austrittsstelle der DNA das Nukloesom in Form.4,5 Die Termini
der Histone ragen aus dem Nukleosom heraus. Sie sind Ziel verschiedener posttransla-
tionaler Modifikationen, wie mono-, di- und tri-Methylierung, Phosphorylierung, Acety-
lierung und Ubiquitinylierung. Heute sind weitaus mehr Modifikationen bekannt, deren
biologische Bedeutung aber teilweise noch nicht erforscht ist.6 Zudem werden immer mehr
Modifikationen an der globulären Domäne der Histone, also jenseits der Termini, gefun-
den. Eine umfassende Liste aktuell bekannter Histonmodifikationen präsentieren Huang
et al.7 Diese Modifikationen stellen wichtige Informationen des Epigenetischen Codes dar.
Sie werden enzymatisch von Transferasen, sogenannten writern („Schreibenzyme“), auf-
gebracht und können durch sogenannte eraser („Radierenzyme“) wieder entfernt werden.
Readers („Leseenzyme“) oder effectors („Effektorproteine“) erkennen die Modifikationen
und leiten nachfolgende Prozesse ein.
Das Zusammenspiel der Histonmodifikationen ist bis heute nur teilweise verstanden.
Es existiert ein kompliziertes, kontextabhängiges Netzwerk, das Strahl und Allis im Jahr
2000 als „Histoncode“ bezeichneten.9 Ein direkter Zusammenhang der Modifikationen zur
Genaktivität besteht in elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der DNA und Hi-
stonen eines Nukleosoms oder zwischen benachbarten Nukleosomen, die durch Histonmo-
difikationen beeinflusst werden. Beispielsweise neutralisiert die Acetylierung von Lysinen
2
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Abbildung 1.2: Nukleosom mit den posttranslationalen Histonmodifikationen Acetylie-
rung (Ac), Methylierung (Me), Phosphorylierung (Ph) und Ubiquitinylierung (Ub). Abbil-
dung aus Tollervey 2012.8
deren positive Ladung und bewirkt damit eine Auflockerung der Nukleosom- und Chro-
matinstruktur, da die Bindungen der Histone zur negativen DNA geschwächt werden.
Dies bewirkt eine Aktivierung der Gene.10 Betroffen sind zum einen Acetylierungen der
Histontermini,11 zum anderen zeigen neuere Studien, dass insbesondere Modifikationen
der Histonkerne direkten Einfluss auf die Chromatinstruktur haben.12
Indirekt beeinflussen Histonmodifikationen die Genaktivität durch die Bindung von
Enzymen oder Enzymkomplexen, die je nach Domäne spezifisch für unterschiedliche Mo-
difikationen sind.13 Die Funktionen dieser Proteine sind vielseitig. Sie können beispiels-
weise die Zugänglichkeit der DNA zwischen den Nukleosomen blockieren, indem sie zwei
Nukleosome gleichzeitig binden. Andererseits können sie die DNA, die sich im Nukleo-
som befindet, zugänglich machen, indem sie das Nukleosom entlang der DNA verschieben
oder die DNA vom Nukleosom lösen. Zudem können sie weitere Proteine, wie DNA-
Reparaturenzyme oder Transkriptionsfaktoren binden oder weitere Histonmodifikationen
bewirken.14
Letzteres leitet über zu einer weiteren Ebene des Histoncodes, dem sogenannten cross-
talk, also der gegenseitigen Beeinflussung verschiedener Modifikationen.16 Ebenso, wie eine
Modifikation die Einführung einer weiteren bewirken kann (Abb. 1.3 a), kann sie auch zur
Entfernung einer benachbarten Modifikation führen (Abb. 1.3 b). Auch kann die Bin-
dung eines Proteins durch benachbarte Modifikationen begünstigt oder blockiert werden
(Abb. 1.3 c).15 Der crosstalk findet innerhalb eines Histons (cis), aber auch zwischen ver-
schiedenen Histonen eines Nukleosoms (trans) oder sogar zwischen Histonen verschiedener
3
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Abbildung 1.3: Darstellung möglicher Mechanismen im crosstalk zwischen Histonmodi-
fikationen. a: Setzen einer Markierung durch Binden eines reader- und writer-Enzyms an
benachbarte Modifikation. b: Entfernen einer Markierung durch Binden eines reader- und
eraser-Enzyms an benachbarte Modifikation. c: Begünstigung (100% Bindung) und Blo-
ckierung (0% Bindung) der Proteinbindung an eine Modifikation durch eine benachbarte
Modifikation. Abbildungen nach Nightingale 2012.15
Nukleosome (Nukleosomen crosstalk) statt.17
Die wichtigsten Histonmodifikationen und ihre Wirkung auf die Genaktivität soll an
einigen Beispielen gezeigt werden. Wie bereits erwähnt bewirkt eine Acetylierung von
Lysin ladungsbedingt eine Auflockerung der Chromatinstruktur, was sich aktivierend auf
die Genexpression auswirkt. Acetylierungen werden aber auch von Enzymen hauptsächlich
mit sogenannten Bromodomänen erkannt, die meist ebenfalls aktivierende Eigenschaften
besitzen.10,18
Phosphorylierungen finden an Serin, Threonin und Tyrosin statt. Sie werden von
14-3-3-, BRCT- und BIR-Domänen erkannt.18,19 Über einen crosstalk bewirkt beispiels-
weise die Phosphorylierung von H3S10 eine Acetylierung von H3K14 und trägt somit zur
Genaktivierung bei.20,21 In der Metaphase des Zellzyklus allerdings führt die Phospho-
rylierung von H3S10 zur Kondensation der Chromosomen.22 Hieran wird deutlich, dass
Histonmodifikationen je nach Kontext unterschiedliche Auswirkungen haben können.
Bei der Ubiquitinylierung wird ein komplettes Protein, das Ubiquitin, kovalent an
Histone gebunden. Dieses kann weitere Ubiquitine binden, sodass unterschiedlich ver-
4
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linkte Ketten entstehen. Für die Übertragung eines Ubiquitins sind drei Enzyme ver-
antwortlich: E1 (aktivierendes Enzym), E2 (konjugierendes Enzym) und E3 (ligierendes
Enzym). Die genaue Bedeutung und Konsequenz der unterschiedlich komplexen poly-
Ubiquitinylierungen sind bislang weitgehend unbekannt.23 Mono-Ubiquitinylierungen kön-
nen aktivierend oder inaktivierend wirken. Beispielsweise wirkt die Mono-Ubiquitinylie-
rung von H2AK119 inaktivierend auf die Transkription,24 während die von H2BK120
aktivierend wirkt und zudem die Methylierungen von H3K4 und H3K79 begünstigt, die
ebenfalls aktivierend wirken.25
Methylierungen finden hauptsächlich an Lysin und Arginin statt, wobei auf Lysin eine,
zwei oder drei und auf Arginin eine oder zwei (symmetrisch oder asymmetrisch) Methyl-
gruppen übertragen werden können (siehe Kapitel 1.2). Die Einführung von Methylgrup-
pen bewirkt weder eine Ladungsänderung, noch eine große sterische Änderung an der
Zielaminosäure eines Histons. Stattdessen ist der crosstalk sehr ausgeprägt, der auch zwi-
schen unterschiedlichen Methylierungszuständen stattfindet.26 Die Zahl unterschiedlicher
Domänen, die die verschiedenen Methylierungsmöglichkeiten erkennen, ist entsprechend
groß.18 Methylierungen können aktivierend und inaktivierend wirken.13,27 Beispielsweise
gilt die Methylierung der Lysine an den Positionen H3K4, K36 und K79 als aktivierend,
die an H3K9 und K27 sowie H4K20 als inaktivierend.13 Interessanterweise gibt es in
Stammzellen vermehrt bivalente Regionen, in denen z.B. sowohl H3K4 als auch H3K27
methyliert sind, wo also nicht festgelegt ist, ob die entsprechenden Gene aktiv oder inaktiv
sind. Dies spiegelt die Fähigkeit der Stammzellen zur Differenzierung in unterschiedliche
Zelltypen wider.28
1.2 S-Adenosyl-L-methionin – Methylierung von Biomolekülen
Neben Histonen werden auch andere Proteine, DNA, RNA und kleine Moleküle methyliert.
Methyltransferasen (MTasen) katalysieren die Methylgruppenübertragung. Verschiedene
Strukturklassen der MTasen werden in Kapitel 1.3 vorgestellt. Der wichtigste Cofaktor der
MTasen ist S -Adenosyl-L-methionin (AdoMet (1)). Biologisch aktiv ist ausschließlich das
S -Epimer. Das elektronenziehende Sulfoniumzentrum aktiviert die Methylgruppe für die
Übertragung auf die Zielposition des Biomoleküls. Die meisten Methylierungen erfolgen
nach einem SN2-Mechanismus, aber auch ein radikalischer Mechanismus ist bekannt.29
Als Cofaktorprodukt entsteht der Thioether S -Adenosyl-L-homocystein (AdoHcy (2))
(Abb. 1.4).
Während Kleinmolekül-MTasen an der Biosynthese verschiedener Stoffwechselprodukte
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Abbildung 1.4: Enzymkatalysierte Methylierung der Zielposition X eines Biomoleküls mit
dem Cofaktor AdoMet (1) unter Bildung des Cofaktorprodukts AdoHcy (2).
beteiligt sind, haben DNA-, RNA- und Protein-MTasen in eukaryotischen Zellen vor allem
regulatorische Bedeutung. Abb. 1.5 zeigt Positionen der Protein- und DNA-Methylierung
in eukaryotischen Zellen. Die mono-, di- und tri-Methylierung von Proteinen an Lysin
findet je nach MTase schrittweise (me0 ⇒ me1 ⇒ me2 ⇒ me3), also unter Dissoziation
des Protein-MTase-Komplexes nach jeder Methylierung, oder auf einmal (me0 ⇒ me2;
me1⇒ me3; me0⇒ me3) statt.30 Bei der Methylierung von Arginin wird immer zunächst
eine Methylgruppe übertragen und bei den meisten MTasen eine zweite symmetrisch oder
asymmetrisch ergänzt.31 Neben Lysin und Arginin wird auch Glutamin methyliert.32,33
Die DNA-Methylierung findet in Säugetieren ausschließlich an der 5-Position von Cytosin
in der Erkennungssequenz CG (auch CpG genannt) statt.
Die Methylierungszustände können von verschiedenen Domänen unterschieden werden.
Für die Erkennung von Methylierungen an Histonlysinen sind 13 Domänen bekannt. Sie
binden das methylierte Lysin in einem sogenannten aromatischen Käfig, der aus zwei,
drei oder vier aromatischen Aminosäuren besteht. Die Unterscheidung von mono-, di-
oder tri-Methyllysin ergibt sich zum einen aus der Größe des Käfigs: Kleine Bindungsta-
schen diskriminieren hohe Methylierungszustände durch sterische Abstoßung, während bei
großen Bindungstaschen die Abstände zu kleinerem, wenig methyliertem Lysin zu groß
sind für eine starke Bindung. Zudem sind in den Bindungstaschen mancher Domänen
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Abbildung 1.5: Enzymatische Methylierungen von Proteinen und DNA.
einzelne aromatische Aminosäuren durch negativ geladene Aminosäuren ersetzt. Durch
die geringere Polarität von tri-Methyllysin gegenüber mono- oder di-Methyllysin, werden
Letztere bevorzugt gebunden.18
Die Methylierung von DNA ist mit der Bildung von Heterochromatin und somit mit
der Inaktivierung von Genen verknüpft.34 Allerdings wirken DNA-Methylierungen nicht
alleine, sondern in einem komplexen Zusammenspiel mit verschiedenen Histonmodifika-
tionen.35 Auch die Methylierung (und andere Modifikationen) von nicht-Histonproteinen
bildet ein umfangreiches Netzwerk, das eng mit dem Histoncode verknüpft ist und so
unter anderem die Genaktivität beeinflusst. Einen Einblick in dieses Netzwerk bietet Ka-
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pitel 1.4 am Beispiel der Protein-MTase Set7/9, die neben dem Histon H3 eine ganze
Reihe weiterer Proteine methyliert.
Methylgruppen können durch Demethylasen entfernt werden. Die meisten Demethy-
lierungen erfolgen nach einem oxidativen Mechanismus. Seltener findet eine nukleophile
Demethylierung statt. Der oxidative Mechanismus kann radikalisch oder durch Hydrid-
transfer erfolgen, wobei in beiden Fällen eine Hydroxymethylgruppe entsteht, die oxidativ
unter Bildung von Formaldehyd abgespalten wird.36
1.3 Strukturklassen der Methyltransferasen
AdoMet-abhängige MTasen wurden in fünf Strukturklassen unterteilt.37 Mittlerweile sind
eine Reihe weiterer MTasen bekannt, so dass vier weitere Klassen definiert werden kön-
nen.38 Die neuen Klassen, sowie die Klassen II-IV umfassen jeweils nur wenige MTasen
und werden daher hier nicht näher beschrieben. Klasse I ist die mit Abstand größte Klasse
und umfasst neben allen DNA-MTasen auch Protein-Arginin-MTasen (PRMTs) und vie-
le Kleinmolekül-MTasen. Sie zeichnet sich durch eine siebensträngige β-Faltblattstruktur
mit β-Haarnadel am C-Terminus des Faltblatts aus. Dieses ist von α-Helices umgeben und
ähnelt insgesamt einer Rossman-Faltung (sechssträngig). Obwohl bei PRMTs Strang 6 und
7 fehlen, werden sie der Klasse I zugeordnet.37 Strang 1 endet in einem GxG-Motif, an das
der Adenosinteil von AdoMet (1) bindet. Die Hydroxygruppen der Ribose bilden Was-
serstoffbrückenbindungen zu einer konservierten Aminosäure in Strang 2.37,39 Abb. 1.6
(links) zeigt die beschriebene Domäne am Beispiel der DNA-MTase M.TaqI.
Eine weitere große Strukturklasse ist KlasseV. Ihr gehören fast alle Protein-Lysin-
MTasen (PKMTs) an. Im Unterschied zu anderen MTasen binden Substrat und Co-
faktor auf gegenüberliegenden Seiten des Enzyms. Die Übertragung der Methylgruppe
findet durch einen Tunnel statt, der von der sogenannten SET-Domäne gebildet wird.
Diese besteht aus einer Serie von β-Strängen, die in drei Faltblätter aufgeteilt sind.
Der C-Terminus dieser Faltblätter endet in einem charakteristischen pseudoknot (kno-
tenähnliche Struktur) mit einer Schlaufe, die sich innerhalb der SET-Domäne bildet. Die
SET-Domäne ist von einer preSET-Domäne und einer postSET-Domäne umgeben, die
allerdings keine konservierten Domänen darstellen. Während die preSET-Domäne nur
der Stabilisierung der SET-Domäne dient, ist die postSET-Domäne an der Bildung des
aktiven Zentrums beteiligt. Eine in die SET-Domäne insertierte i-SET-Domäne bildet
Bindungen zum Substrat aus.42 Abb. 1.6 (rechts) zeigt die SET-Domänen am Beispiel der
Protein-MTase Set7/9.
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M.TaqI (Klasse I) Set7/9 (Klasse V)
Abbildung 1.6: Kristallstrukturen der MTase M.TaqI40 mit dem für MTasen der Klasse I
charakteristischen β-Faltblatt (rot) und den umgebenden α-Helices (gelb), sowie der MTase
Set7/941 mit der für MTasen der KlasseV charakteristischen SET-Domäne (rot), die die
i-SET-Domäne (gelb) und die pseudoknot-Struktur (blau) beinhaltet, sowie der preSET-
Domäne (grün, unten) und postSET-Domäne (grün, oben). Der Cofaktor ist hellblau, das
Substrat-H3-Peptid der Set7/9 magenta dargestellt.
1.4 Set7/9 – Methylierung von H3 und anderen Proteinen
Die MTase Set7/9 mono-methyliert H3K4 und wirkt durch die Beeinflussung der Acety-
lierung von H3 genaktivierend. Zum einen behindert die Methylierung von H3K4 durch
Set7/9 die Bindung des NuRD-Komplexes und somit die Deacetylierung von H3. Zum an-
deren aktiviert sie die Acetylierung von H3 durch p300. Die Methylierung von H3K4 steht
in Konkurrenz zu der von H3K9 durch SUV39H1, die inhibierend auf die Acetylierung
von H3 wirkt. Die Methylierung von H3K9 durch G9a bleibt dagegen unbeeinflusst.43,44
Neben Histon H3 sind 30 weitere Proteine bekannt, die von Set7/9 methyliert werden.
Dies macht fast die Hälfte aller bekannten Methylierungen von nicht-Histonproteinen
aus.45 Einige der Proteine, darunter der Tumorsuppressor p53, sind ähnlich wie Histone
Ziel verschiedener MTasen.46 Die Position sowie der Grad der Methylierung ist entschei-
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dend für die Wirkung. Beispielsweise stabilisiert und aktiviert die mono-Methylierung
von p53K372 durch Set7/9 den Tumorsuppressor,47 während die mono-Methylierung von
p53K370 durch Smyd2 die Aktivität herabsetzt.48 Die di-Methylierung von p53K370
wirkt wiederum aktivierend.49 Auch crosstalk ist an p53 zu beobachten. So inhibiert die
Methylierung von p53K372 durch Set7/9 die Methylierung von p53K370 durch Smyd2.48
Zudem rekrutiert p53K372me1 die Acetyltransferase Tip60.50 Ebenso wie für Histone
wurden auch für andere Proteine Demethylasen gefunden. LSD1 beispielsweise demethy-
liert neben Histonen auch weitere Proteine, darunter p53 an der Position K370, nicht
jedoch an der Position K372, die durch Set7/9 methyliert wird.49
Unter den Substraten von Set7/9 befinden sich auch andere MTasen. Die H3K9-MTase
SUV39H1 wird an K105 und K123 von Set7/9 methyliert, was zur Inaktivierung führt und
somit zur Auflockerung der Chromatinstruktur bis hin zur Destabilisierung des Genoms
und zum Zelltod führen kann.51 Die Methylierung der MTase DNMT1 an K142 durch
Set7/9 steht in Konkurrenz zu einer Phosphorylierung an S143. Die Methylierung ist ein
Signal zum Abbau von DNMT1.52 Durch Phosphorylierung kann das Enzym vor Methy-
lierung und damit vor Abbau geschützt werden. Dieses Zusammenspiel in Kombination
mit Demethylasen und Phosphatasen zum Entfernen der Methyl- bzw. Phosphatgruppen
wird auch methyl-phospho-Schalter genannt.53 Die Methylierung von Proteinen kann de-
ren Stabilität auch positiv beeinflussen. Dies geschieht durch Blockierung von Ubiquitin-
Bindungsstellen.54 Ubiquitin würde Proteasen rekrutieren, die zum Proteinabbau führen
würden.55
Die beschriebenen Methylierungen und deren Wirkung sollen einen kleinen Einblick in
das komplizierte Netzwerk aus sich gegenseitig beeinflussenden Modifikationen von nicht-
Histon- und Histonproteinen geben. Tatsächlich umfasst dieses weit mehr Proteine und
ist vermutlich erst im Ansatz verstanden. In Anlehnung an den Histoncode wurde daher
auch ein Proteincode postuliert.56
1.5 Cofaktoranaloga
Zur Erforschung AdoMet-abhängiger MTasen und deren biochemischer Bedeutung wur-
den AdoMet-Analoga entwickelt, die von MTasen als Substrat verwendet werden können.
Sie ermöglichen die sequenzspezifische Markierung von Biomolekülen und somit die Ver-
folgung und Analyse von AdoMet-abhängigen Methylierungsprozessen.
Die ersten erfolgreich eingesetzten AdoMet-Analoga sind Aziridincofaktoranaloga.57,58
Sie besitzen statt der Methioninseitenkette einen Aziridinring, der in protonierter Form
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in einem nukleophilen Angriff geöffnet werden kann (Abb. 1.7 a). Auf diese Weise kann
das ganze Cofaktoranalogon kovalent mit der Zielbase einer DNA verknüpft werden. Über
chemische Veränderungen des Adeninrings an der 6-, 7- oder 8-Position lassen sich Repor-
tergruppen wie Fluorophore58,59, Biotin60 oder terminale Azide61 mit dem Cofaktoranalo-
gon übertragen. Dies ermöglicht die sequenzspezifische, durch MTasen induzierte Markie-
rung von DNA (Sequence-specificMethyltransferase-Induced Labeling of DNA, SMILing
DNA).58 Eine Weiterentwicklung der ursprünglichen Aziridincofaktoranaloga basiert auf
AdoMet (1) mit vorhandener Methioninseitenkette. Der Aziridinring der Analoga steht
anstelle des Sulfoniumzentrums in AdoMet (1). Aufgrund der hohen Reaktivität werden
diese Verbindungen in situ aus den stabileren N -Lost-Analoga gebildet (Abb. 1.7 b).62,63
Aziridincofaktoranaloga fungieren nur sehr selten als Substrate für Protein-
MTasen.64 Zur sequenzspezifischen Markierung von Proteinen werden daher Cofaktorana-
loga verwendet, die dem natürlichen Cofaktor AdoMet (1) strukturell sehr ähnlich sind
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Basis von Adenosin (a) oder AdoMet (1) (b). Letztere werden in situ aus den N -Lost-
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und die statt der Methylgruppe längere Seitenketten tragen. Die Seitenketten können
wie bei der natürlichen Methylierungsreaktion enzymatisch in einer SN2-Reaktion, bei-
spielsweise auf die Zielaminosäure eines Proteins, übertragen werden (Methyltransferase-
Directed Transfer of Activated Groups, mTAG).65 Abb. 1.8 a zeigt einige Cofaktoranaloga
mit verlängerter Seitenkette. Mithilfe der Funktionalität der Seitenkette können in einer
zweiten, bioorthogonalen Reaktion Reportergruppen wie Fluorophore oder Biotin mit der
übertragenen Seitenkette verknüpft werden (siehe Kapitel 1.6).
Die Verbindungen 3 bis 8 in Abb. 1.8 a gehören zu den sogenannten doppeltakti-
vierten Cofaktoranaloga, die in Nachbarschaft zum Sulfoniumzentrum eine Mehrfachbin-
dung tragen. Im Übergangszustand der Übertragungsreaktion kommt es zur Umhybri-
disierung des angegriffenen C-Atoms von sp3 zu sp2. Hierbei entsteht ein p-Orbital, das
mit den π-Orbitalen der Doppel- oder Dreifachbindung stabilisierend wechselwirkt (siehe
Abb. 1.8 b). Neben dem positiven Sulfoniumzentrum stellt diese konjugative Stabilisie-
rung des Übergangszustands eine zusätzliche Aktivierung der somit doppelt-aktivierten
Cofaktoranaloga dar.66
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Abbildung 1.8: a: Cofaktoranaloga mit verlängerten Seitenketten: AdoPropen (3),
AdoEnIn (4), AdoInIn (5), AdoPropin (6), SeAdoPropin (7), AdoBenzazid (8),
SeAdoEthylazid (9), SeAdoPropylazid (10). b: Stabilisierung des Übergangszustands bei
der Übertragung der Seitenkette eines doppelt-aktivierten Cofaktoranalogons.66
12
1.6 Bioorthogonale Reaktionen
Noch aktiver sind Cofaktoranaloga, deren Sulfoniumzentrum durch ein Selenoniumzen-
trum ersetzt ist (Verbindungen 7, 9 und 10 in Abb. 1.8 a). Trotz der erhöhten Aktivität
ist das Cofaktoranalogon SeAdoPropin (7) zudem deutlich stabiler als sein Schwefelana-
logon AdoPropin (6). Bei letzterem kommt es sehr schnell zu einer Addition von Wasser
an die Dreifachbindung, während dies bei SeAdoPropin (7) nicht beobachtet wurde.67
1.6 Bioorthogonale Reaktionen
Mit den in Kapitel 1.5 vorgestellten Cofaktoranaloga können funktionelle Gruppen en-
zymatisch auf Biomoleküle übertragen werden. In einer zweiten, chemischen Reaktion
können diese wiederum mit Reportergruppen wie Fluorophore oder Biotin markiert wer-
den. Hierzu eignen sich Reaktionen zwischen funktionellen Gruppen, die natürlicherweise
nicht in biologischen Systemen vorkommen und die nicht mit funktionellen Gruppen von
Biomolekülen reagieren. Eine solche bioorthogonale Reaktion ist die kupferkatalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC), die aus der unkatalysierten Huisgen 1,3-dipolaren
Cycloaddition abgeleitet ist.68 Im Vergleich zur Huisgen Cycloaddition kommt die CuAAC
ohne hohe Temperaturen aus und bildet selektiv das 1,4-Regioisomer (siehe Abb. 1.9). Sie
eignet sich deshalb für die Anwendung in biologischen Systemen und hat sich als Clickreak-
tion einen Namen gemacht. Clickreaktionen kommen definitionsgemäß mit leicht zugäng-
lichen Reagenzien aus, laufen in wässrigem Milieu und an Luft ab, bilden keine störenden
Nebenprodukte und verlaufen möglichst stereospezifisch und mit hohen Ausbeuten. Die
Produkte sind unter physiologischen Bedingungen stabil und leicht zu isolieren.69
Der genaue Mechanismus der CuAAC ist noch nicht bekannt. Die Katalyse erfolgt
mit Kupfer(I)-Ionen. Um Disproportionierung oder Oxidation an Luft zu vermeiden, wird
Kupfer(I) häufig in situ durch Reduktion aus Kupfer(II) hergestellt. Zudem wurde eine
Reihe von Liganden entwickelt, die das Kupfer(I) vor Oxidation schützen.70 Aktuell wird
ein Mechanismus mit zwei Kupfer(I)-Ionen vorgeschlagen (siehe Abb. 1.9).71
Die CuAAC verläuft sehr schnell und ist außerst tolerant gegenüber verschiedenen Be-
dingungen. Dennoch gibt es einen großen Bedarf an alternativen Clickreaktionen, da die
Verwendung von cytotoxischen Kupfer(I)-Ionen die Anwendung in biologischen Systemen
stark limitiert. Abb. 1.10 zeigt neben der CuAAC die wichtigsten Beispiele alternativer
Clickreaktionen. Kupferionen existieren auch in Zellen, werden dort aber von bestimmten
Proteinen gebunden. Zusätzlich zugeführte Kupferionen könnten das zelluläre Gleichge-
wicht stören. Andere Übergangsmetalle wie Palladium oder Ruthenium kommen nicht
in biologischen Systemen vor, weshalb sie möglicherweise besser als Katalysatoren für
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Abbildung 1.9: Postulierter Mechanismus der kupferkatalysierten Azid-Alkin-
Cycloaddition.71
bioorthogonale Reaktionen geeignet sind.70 Entsprechend werden klassische metallkata-
lysierte C-C-Kupplungsreaktionen untersucht und hin zu einer Anwendung unter phy-
siologischen Bedingungen optimiert.70 Beispielsweise wurden Rutheniumkatalysatoren72
entwickelt, mit denen die Kreuzmetathese zweier Alkene unter wässrigen Bedingungen
stattfindet.73,74
Neben der CuAAC und der Kreuzmetathese gibt es auch Clickreaktionen, die ohne
Metallkatalyse auskommen. Die bereits vor der CuAAC entdeckte Staudinger-Ligation75
erfüllt die Kriterien einer Clickreaktion, ist aber deutlich langsamer als die CuAAC.76 Die
inverse Diels-Alder Cycloaddition zwischen Tetrazinen und Alkenen77 verläuft äußerst
schnell, allerdings nur mit cyclischen, gespannten Alkenen.78 Auch mit aliphatischen Al-
kenen funktioniert dagegen die sogenannte Photoclick Cycloaddition mit Tetrazolen.79,80
Allerdings werden auch hier mit cyclischen Alkenen teilweise deutlich erhöhte Reakti-
onsgeschwindigkeiten erzielt.81 Eine weitere vielversprechende Clickreaktion ist die span-
nungsinduzierte Azid-Alkin-Cycloaddition (SPAAC).82,83 Wie bei der CuAAC reagieren
ein Azid und ein Alkin zu einem Triazol. Die Triebkraft der Reaktion beruht hier auf
Freisetzung der Ringspannung des cyclischen Alkins, weshalb auf eine Kupferkatalyse
verzichtet werden kann. Ein neuer Ansatz auf der Suche nach alternativen Clickreaktio-
nen ist die Verwendung von Mehrkomponentenreaktionen, wie die Biginelli-Reaktion, die
eine breitere funktionelle Vielfalt bieten könnten.84
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1.7 Bindungsstudien
Eine wichtige Größe bei der Charakterisierung von Proteinen ist ihre Bindungsaffinität zu
Liganden. Besonderes Interesse besteht im Bereich der Arzneimittelforschung, da hiermit
die Bindung von Wirkstoffen an Rezeptoren untersucht werden kann.85 Aber auch bei
der Charakterisierung enzymatischer Prozesse ist die Bestimmung der Bindungsaffinität
von großer Bedeutung. Neben der Michaelis-Menten-Konstante KM als kinetische Größe
gibt die Bindungsaffinität als thermodynamische Größe Aufschluss über die Stärke der
Bindung zwischen Liganden (Substraten) und Proteinen (Enzymen). Die Bindungsaffini-
tät wird meist über die sogenannte Dissoziationskonstante beschrieben, die sich aus dem
Massenwirkungsgesetz ergibt. Die Bindung eines Liganden an ein Enzym wird durch die
Gleichung
E + L⇋ EL (1.1)
beschrieben, wobei E das freie Enzym, L der freie Ligand und EL der Komplex aus Enzym
und Ligand sind. Die Gleichgewichtskonstante der Rückreaktion, also der Dissoziation, ist
die Dissoziationskonstante und ist definiert als
KD =
[E] · [L]
[EL]
(1.2)
wobei [E], [L] und [EL] die jeweiligen Konzentrationen der Komponenten sind.
Es gibt verschiedene Methoden Dissoziationskonstanten zu bestimmen. Beispielsweise
können radioaktivmarkierte Liganden eingesetzt werden.86 Diese werden zum Protein ge-
geben und anschließend gebundene von nicht gebundenen Liganden, beispielsweise durch
Filtration, abgetrennt. Durch Messung der Radioaktivität kann der Anteil an gebunde-
nem Liganden in Abhängigkeit von der Gesamtkonzentration bestimmt werden. Hieraus
errechnet sich die Bindungsaffinität. Die Notwendigkeit gebundene von nicht gebunde-
nen Liganden zu trennen macht das Verfahren aufwendig. Zudem ist das Arbeiten mit
Radioaktivität anspruchsvoll und unter Umständen gesundheitsschädlich.
Analog zu den radioaktiven Bindungstests kann die Bindungsaffinität auch mit fluores-
zenzmarkierten Liganden ermittelt werden. Um die Trennung von gebundenen und nicht
gebundenen Liganden zu umgehen, bedient man sich beispielsweise der Fluoreszenzan-
isotropie.87 Regt man den fluoreszierenden Liganden mit polarisiertem Licht an, kann
zwischen dem gebundenen und dem ungebundenen Zustand unterschieden werden. Zu-
dem wurden Tests entwickelt, die mithilfe des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers
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(FRET) den Bindungszustand eines fluoreszierenden Liganden wiedergeben.85 Hierfür
muss neben dem Liganden auch das Protein fluoreszieren. Dies wird beispielsweise durch
künstliche Einführung eines Fluorophors, Fusion mit einem fluoreszierenden Protein oder
Ausnutzung der intrinsischen Fluoreszenz von Tryptophanen im Protein erreicht. Wird
die Fluoreszenz des einen Fluorophors (Donor) angeregt, kann dessen Energie auf den
anderen Fluorophor (Akzeptor) übertragen werden und als dessen Emission gemessen
werden. Notwendig hierfür ist ein Überschneiden der Emissionswellenlänge des Donors
mit der Exzitationswellenlänge des Akzeptors. Zudem findet FRET nur statt, wenn sich
die Fluorophore in einem gewissen Abstand zueinander befinden. Es ist daher möglich
zwischen gebundenem und nicht gebundenem Liganden zu unterscheiden. Ein Nachteil
dieser Methode ist die Notwendigkeit passende Fluorophore für das zu untersuchende
System zu finden. Der Abstand der Fluorophore im gebundenen Zustand muss auf den
für FRET notwendigen Abstand abgestimmt sein. Zudem muss vermieden werden, dass
der Akzeptor bereits mit der Exzitationswellenlänge des Donors angeregt wird.
In einem weiteren Bindungstest werden Liganden eingesetzt, die umgebungssensitive
Fluorophore tragen. MANT-ADP und MANT-ATP beispielsweise sind mit dem Fluoro-
phor N -Methylanthranilsäureanhydrid (MANT) markierte Derivate des Adenosindiphos-
phats (ADP) bzw. -triphosphats (ATP).88,89 Die Fluoreszenz von MANT ist abhängig von
der Polarität seiner Umgebung. Daher kann es zu einer Fluoreszenzänderung kommen,
wenn die mit MANT modifizierten Liganden an ein Protein binden.
Um Dissoziationskonstanten von nicht fluoreszenz- oder radioaktivmarkierten Ligan-
den bestimmen zu können, führt man sogenannte kompetitive Tests (Verdrängungstests)
durch. Hierbei wird der nicht markierte Ligand zu markiertem Ligand und Protein gege-
ben. Durch die konkurrierende Bindung wird ein Teil des markierten Liganden aus dem
Ligand-Protein-Komplex verdrängt und durch den nicht markierten Liganden ersetzt. Da-
durch wird die Signalintensität des Komplexes herabgesetzt. Aus dieser Signaländerung
kann die Bindungsaffinität des nicht markierten Liganden bestimmt werden. Kompetitive
Tests lassen sich prinzipiell mit allen bisher beschriebenen Bindungstests durchführen.
In manchen Fällen ist es möglich, die Bindungsaffinität zu nicht markierten Ligan-
den auch direkt zu bestimmen. Durch die Bindung eines nicht markierten Liganden kann
sich die intrinsische Fluoreszenz eines Proteins ändern, woraus die Bindungsaffinität be-
stimmt werden kann. Enthält ein Protein keine Tryptophane oder kommt es bei Zugabe
des Liganden nicht zu einer Änderung der intrinsischen Fluoreszenz, kann gegebenenfalls
mit extrinsischen Fluorophoren nachgeholfen werden. Diese binden an das Protein und
reagieren entsprechend mit Fluoreszenzänderung auf das Binden eines Liganden. Ein sol-
cher Fluorophor ist beispielsweise 1-Anilinonaphthalin-8-sulfonsäure (1,8-ANS).40,90 Der
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Nachteil dieser Methode ist, dass das Protein nicht im natürlichen Zustand belassen wird
und Einflüsse des gebundenen 1,8-ANS auf die Bindungsaffinität der Liganden nicht aus-
geschlossen werden können.
Eine vollständig markierungsfreie Methode ist die Isotherme Titrationskalorimetrie.
Sie basiert auf der Änderung der Enthalpie während der Bindung. Mithilfe einer Referenz
werden kleinste Temperaturänderungen, die durch die Bindung eines Liganden zum Pro-
tein stattfinden, aufgenommen. Aus den Daten lässt sich neben der Dissoziationskonstante
eine ganze Reihe weiterer thermodynamischer Parameter bestimmen.91
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2 Zielsetzung
Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung und Optimierung von Methoden zur Charakterisie-
rung von Methyltransferasen (MTasen) mittels molekularer Sonden. In einem zweistufi-
gen Verfahren zur sequenzspezifischen Markierung von Protein-MTase-Substraten wird in
einem ersten enzymatischen Modifikationsschritt die verlängerte Seitenkette eines Cofak-
toranalogons auf das Substrat übertragen. In einem zweiten Schritt findet die chemische
Markierung mittels Clickreaktion statt. Zur Verbesserung des enzymatischen Modifika-
tionsschritts soll eine Variante der MTase Set7/9 hergestellt werden, die mehr Platz im
aktiven Zentrum für die Verwendung von Cofaktoranaloga mit verlängerten Seitenketten
bietet. Zudem soll die MTase auf gebundenen natürlichen Cofaktor hin untersucht werden.
Dieser würde den Modifikationsschritt stören und müsste gegebenenfalls entfernt wer-
den. Desweiteren soll eine Alternative zum Entfernen von überschüssigem Fluorophor bei
der chemischen Markierung gefunden werden, da der Fluorophor bei der Analyse mittels
Gelelektrophorese die fluoreszenzmarkierten Proteine überlagert. Die bisherige Methode,
die Proteine zu Fällen und den Fluorophor wegzuwaschen, führt zu Verlust von Protein
und schwer zu reproduzierenden Ergebnissen. Die enzymatische Modifikationsreaktion des
Markierungsverfahrens mit der cofaktorbefreiten Variante soll in Bezug auf Sequenzspe-
zifität der MTase, Reaktionsgeschwindigkeit, benötigte Cofaktorkonzentration sowie das
Verhältnis der für die Modifikationsreaktion benötigten Komponenten untersucht wer-
den. Für den zweiten Schritt, die chemische Markierung, soll eine kupferfreie Alternative
zur bisher verwendeten kupferkatalysierten Clickreaktion getestet werden. Das verbes-
serte Markierungsverfahren soll im Anschluss auf Proteinarrays zur Identifikation neuer
Substrate angewendet werden.
Desweiteren soll ein Fluoreszenztest zur Untersuchung der Cofaktorbindung von MTa-
sen entwickelt werden. Dazu sollen Cofaktoranaloga hergestellt werden, die an unterschied-
lichen Positionen mit je einem MANT-Fluorophor verknüpft sind. Die Bindungsaffinitäten
dieser Fluoreszenzsonden zu verschiedenen MTasen sollen in Direkttitrationen ermittelt
und in Bezug auf sterische Gegebenheiten der Cofaktorbindung im Enzym diskutiert wer-
den. Zudem sollen in Verdrängungstitrationen Dissoziationskonstanten der MTasen zu
den Cofaktoren AdoMet (1), AdoHcy (2) und SeAdoPropin (7) bestimmt werden.

3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Zweistufiges Markierungsverfahren
Zur sequenzspezifischen Markierung von Proteinen mit MTasen wurde von Dr. Wibke
Peters92 und Dr. Sophie Willnow93 ein zweistufiges Markierungsverfahren entwickelt (siehe
Abb. 3.1). Hierbei wird statt der Methylgruppe des natürlichen Cofaktors AdoMet (1)
die Seitenkette eines synthetischen Analogons enzymatisch auf das Protein übertragen.
Die Seitenkette enthält ein endständiges Alkin oder Azid. Durch kupferkatalysierte Azid-
Alkin-Cycloaddition (CuAAC) wird in einem zweiten Schritt eine Reportergruppe mit
der übertragenen Seitenkette verknüpft. Die so fluoreszenzmarkierten oder biotinylierten
Proteine können durch Gelelektrophorese oder Western Blot analysiert werden. Außerdem
können biotinylierte Proteine durch Streptavidin-gekuppelte Magnetpartikel aus einem
Gemisch von Proteinen isoliert werden.93 Die Identifizierung unbekannter Substrate auf
Proteinarrays mit dieser Methode wird in Kapitel 3.2 diskutiert.
Nach umfangreichen Optimierungsarbeiten am zweiten Schritt des Markierungsverfah-
rens, der CuAAC, wurden bereits vielversprechende Ergebnisse erhalten.93 Der Gesamt-
umsatz der Reaktionskaskade stellte sich allerdings als sehr gering heraus, wodurch die
Markierung der Proteine relativ schwach ausfällt (siehe z.B. Abb. 3.5, Spuren 1 bis 4).
Um das Markierungsverfahren weiter zu verbessern, liegt der Fokus in diesem Kapitel
hauptsächlich auf dem ersten Reaktionsschritt, der enzymatischen Modifikation der Pro-
teinsubstrate.
3.1.1 Mutation der Methyltransferase Set7/9
3.1.1.1 Erweiterung der Bindungstasche
Die Übertragung der Methylgruppe des natürlichen Cofaktors AdoMet (1) auf das Sub-
strat erfolgt bei Protein-MTasen mit SET-Domäne über einen engen Bindungstunnel.41
Für die MTase Set7/9 ist das in Abb. 3.2 dargestellt. Das Substrat nähert sich von einer
Seite des Enzyms, wobei die Zielaminosäure Lysin 4 in den Bindungstunnel hineinragt.
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Abbildung 3.1: Reaktionsschema des zweistufigen Markierungsverfahrens. Im ersten
Schritt wird die Seitenkette (rot) des Cofaktoranalogons SeAdoPropin (7), AdoBenzazid (8),
SeAdoEthylazid (9) oder SeAdoPropylazid (10) mit der MTase Set7/9 auf das Prote-
in H3 übertragen. Im zweiten Schritt wird diese durch kupferkatalysierte Azid-Alkin-
Cycloaddition (CuAAC) chemisch mit TAMRA oder Biotin als Reportergruppe (blau) ver-
bunden.
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Der Cofaktor bindet von der gegenüberliegenden Seite des Enzyms (hier ist das Cofaktor-
produkt AdoHcy (2) dargestellt). Die Übertragung der Methylgruppe erfolgt über einen
SN2-Mechanismus.
Abbildung 3.2: Kristallstruktur der MTase Set7/9 (grün) im Komplex mit einem Peptid
des Substrats Histon H3 (magenta) und dem Cofaktorprodukt AdoHcy (2) (C-Atome hell-
blau).41 Die Zielaminosäure des Substrats ragt in den Bindungstunnel hinein und erreicht
so den Cofaktor, der von der gegenüberliegenden Seite des Enzyms bindet.
Für das zweistufige Markierungsverfahren wird die Methylgruppe durch deutlich grö-
ßere Seitenketten ausgetauscht. Auch diese müssen durch den engen Tunnel übertragen
werden. Wie in Abb. 3.3 zu sehen ist, ragt die Aminosäure Tyrosin 305 (Y305) nah
an Substrat und Cofaktor heran, wodurch die Übertragung größerer Seitenketten ste-
risch gehindert wird. Y305 spielt im Methylierungsmechanismus der Set7/9 eine zentrale
Rolle. Sie wurde als sogenannter F/Y-Schalter identifiziert.94,95 Während der Wildtyp
(WT) mit Tyrosin an dieser Position eine Mono-MTase ist, überträgt die Variante Y305F
zwei, zu einem geringen Anteil sogar drei Methylgruppen. Das Tyrosin bindet im WT ein
Wassermolekül, welches Wasserstoffbrückenbindungen zum Substrat ausbildet und so die
Zielaminosäure in Position hält. Durch das Fehlen der OH-Gruppe am Phenylalanin der
Variante Set7/9Y305F fällt die Wasserstoffbrückenbindung zu diesemWassermolekül weg.
Dadurch kann die bereits übertragene Methylgruppe weggedreht werden und es entsteht
Platz zur Übertragung einer weiteren Methylgruppe. Durch das Ersetzen der Aminosäure
Y305 in der MTase Set7/9 besteht also die Möglichkeit, auch für die Übertragung einer
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verlängerten Seitenkette der Cofaktoranaloga Platz zu schaffen. Um die Erweiterung der
Bindungstasche möglichst groß zu gestalten, wird hier die Variante Set7/9Y305L herge-
stellt, in der Y305 durch das deutlich kleinere Leucin ersetzt ist.
Y305L
Histon H3
AdoHcy
7.2 Å
Y305
10.5 Å
Set7/9
Abbildung 3.3: Ausschnitt der Kristallstruktur41 von Set7/9WT (grün/rot) mit einem
Peptid des Substrats H3 (magenta) und dem Cofaktorprodukt AdoHcy (2) (C-Atome hell-
blau). Eingefügt ist die Mutation der Aminosäure Tyrosin 305 zu Leucin (orange). Der
Abstand zwischen Cofaktor und der Aminosäure an Position 305 wird durch die Muta-
tion von 7.2Å auf 10.5Å vergrößert. Dadurch entsteht mehr Platz für die Übertragung der
verlängerten Seitenketten der Cofaktoranaloga.
3.1.1.2 Ortsgerichtete Mutagenese
Die ortsgerichtete Mutagenese der MTase Set7/9 erfolgt nach dem QuickChange XL Pro-
tokoll von Stratagene. Das Prinzip ist in Abb. 3.4 dargestellt. Das Plasmid pET28b-
Set7/9,44 das das Gen für die MTase Set7/9 mit einem His-Tag enthält, wird mit zwei ent-
gegengesetzten mutagenen Primern (je 41 Basen) versetzt. Die Primer werden durch Po-
lymerasekettenreaktion (PCR) mit der Pfu-Polymerase verlängert. Sie bilden zwei lineare
Einzelstränge, die sich zum mutierten Plasmid pET28b-Set7/9-Y305L zusammenlagern.
Um das Templat pET28b-Set7/9 zu entfernen wird die Restriktionsendonuklease R.DpnI
verwendet. Diese schneidet die methylierte Templat-DNA und lässt die neu gebildete,
nicht methylierte DNA (rot) bestehen. Die Mutation wird mittels DNA-Sequenzierung
bestätigt. Die Sequenzierung des gesamten Gens ergab keine weiteren Mutationen.
3.1.1.3 Vergleich der Aktivität von Wildtyp und Variante
Die Aktivität der Variante Set7/9Y305L im Vergleich zum WT mit verschiedenen Cofak-
toranaloga wird durch das zweistufige Markierungsverfahren analysiert. In Abb. 3.5 ist zu
erkennen, dass die Variante mit dem Cofaktoranalogon SeAdoPropin (7) (Spur 5) deutlich
aktiver ist als der WT (Spur 1). Diese Aktivitätszunahme konnte in weiteren Experimen-
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Abbildung 3.4: Ortsgerichtete Mutagenese der MTase Set7/9. Das Codon TAC, das für
die Aminosäure Tyrosin codiert, wird durch die Basen TTA ersetzt, die für Leucin codieren.
Gleichzeitig wird im komplementären Strang GTA durch TAA ersetzt. So bildet sich durch
PCR ein Plasmid mit dem Gen für die Variante Set7/9Y305L. Das Templat (schwarz) kann
selektiv mit der methylierungssensitiven Restriktionsendonuklease R.DpnI verdaut werden,
da das neu gebildete Plasmid (rot) keine Methylgruppen enthält.
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Set7/9 WT Set7/9 Y305L
+ - - - + - - - SeAdoPropin ( )7
- + - - - + - - AdoBenzazid ( )8
- - + - - - + - SeAdoEthylazid ( )9
- - - + - - - + SeAdoPropylazid ( )10
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Abbildung 3.5: Aktivitätsvergleich der MTasen Set7/9WT und Set7/9Y305L mit den Co-
faktoranaloga SeAdoPropin (7), AdoBenzazid (8), SeAdoEthylazid (9) und SeAdoPropyl-
azid (10). Modifikation: Cofaktoranalogon (600 µM), H3 (10 µM), MTase (10 µM), 2 h,
37 °C; Clickreaktion: CuSO4 (600 µM), THPTA (600 µM), Na-Ascorbat (50mM), TAMRA-
Alkin (12) bzw. -Azid (12) (1200 µM), 1 h, RT. Entfernen von TAMRA durch Fällen der
Proteine.
ten verifiziert werden (siehe Kapitel 3.1.3 und 3.1.4.3). Mit SeAdoEthylazid (9) kann
beim WT keine Aktivität nachgewiesen werden (Spur 3). Die Aktivität der Variante mit
SeAdoEthylazid (9) (Spur 7) dagegen entspricht der bisher höchsten erreichten Aktivität
vom WT mit SeAdoPropin (7) (Spur 1). In Kapitel 3.1.5.2 wird das bestätigt. Erstmals
kann also ein Cofaktor mit einem Azid in der Seitenkette mit nennenswertem Umsatz
übertragen werden. Dadurch eröffnet sich ein neuer Weg das zweistufige Markierungsver-
fahren zu gestalten (siehe Kapitel 3.1.5). Mit den Cofaktoranaloga AdoBenzazid (8) und
SeAdoPropylazid (10) weist weder der WT noch die Variante Aktivität auf (Spuren 2,
4, 6 und 8). Vermutlich sind die sterischen Hinderungen dieser größeren Analoga auch in
der Variante noch zu stark. Die Cofaktoranaloga AdoEnIn (4) und AdoInIn (5) (siehe
Abb. 1.8) zeigen ebenfalls keine bzw. sehr geringe Aktivität (Daten nicht gezeigt).
Im unteren Bildabschnitt von Abb. 3.5 ist die Coomassiefärbung des Proteingels zu
sehen. Da modifizierte und nicht modifizierte Proteine gleichermaßen angefärbt werden,
dient sie als Beladungskontrolle. Trotz gleicher Reaktions- und Aufreinigungsbedingun-
gen sind unterschiedliche Mengen H3 in den Spuren vorhanden. Dies ist auf die Fällung
der Proteine zurückzuführen, die eingesetzt wird, um überschüssigen Fluorophor zu ent-
fernen. Sie fällt quantitativ unterschiedlich aus. Qualitative Aktivitätsunterschiede, die
dieses Experiment aufzeigt, werden dadurch aber nicht beeinflusst, da bei geringeren Pro-
teinmengen stärkere Signale zu beobachten sind. Um auch quantitative Aussagen treffen
zu können, wird in Kapitel 3.1.2 ein Verfahren vorgestellt, das das Fällen der Proteine
umgeht. Eine weitere Beobachtung, die dieses Experiment hervorbringt, ist eine Verschie-
bung der markierten Proteine im Gel (Spur 5, Coomassie). Der Fluorophor führt zu einem
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geringen Größenunterschied, durch den sich markierte von nicht markierten Proteinen in
der Coomassiefärbung unterscheiden lassen. Deutlicher ist dieser Effekt z.B. in Abb. 3.11
und Abb. 3.17 zu sehen.
Wie die Aminosäure Y305, deren Mutation hier beschrieben wird, ist auch die Ami-
nosäure Y335 zentral im Bindungstunnel der Set7/9 positioniert und könnte die Modi-
fikation mit den großen Cofaktoranaloga behindern. Für weitere Versuche wird daher
auch die Variante Y335F hergestellt. Sie zeigt mit allen getesteten Cofaktoranaloga na-
hezu keine Aktivität (Daten nicht gezeigt). Eine Erklärung dafür liefern unter anderem
Bindungsstudien von Horowitz et al.96 Sie zeigen eine um drei Größenordnungen höhere
Affinität des natürlichen Cofaktors AdoMet (1) zum WT als zur Variante Y335F. Die
OH-Gruppe des Y335 bildet insgesamt vier Wasserstoffbrückenbindungen zu AdoMet (1)
aus (CH3, 8-CH vom Adenin, 5’-CH2 und γ-CH2). Zudem beschreibt Jacobs et al.97 ei-
ne Umlagerung von Y335, die beim Binden von AdoHcy (2) zu beobachten ist und die
van-der-Waals-Wechselwirkungen zum Ribose-O des Cofaktors ermöglicht. Die Anzahl
der Cofaktorbindungen, die von der OH-Gruppe des Y335 ausgehen, sowie die Inaktivität
der Variante Y335F mit den Cofaktoranaloga legen nahe, dass die OH-Gruppe von Y335
essentiell für die Bindung des Cofaktors AdoMet (1) sowie der künstlichen Analoga ist.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Variante Set7/9Y305L mit den Cofak-
toranaloga SeAdoPropin (7) und SeAdoEthylazid (9) deutlich aktiver ist als der WT,
während die Variante Set7/9Y335F keine Aktivität zeigt. Die Markierung von H3 mit
TAMRA ist in der Coomassiefärbung durch ein Verschieben der Proteinbande zu erken-
nen. Die Beladung der Spuren im Gel mit Protein H3 fällt unterschiedlich aus. Grund
dafür ist ein Verlust von Protein durch die Fällung zum Entfernen von überschüssigem
TAMRA. Um dieses Problem zu beheben, wird im folgenden Kapitel eine alternative
Methode zum Entfernen von TAMRA vorgestellt.
3.1.2 Entfernen von überschüssigem Fluorophor
Beim zweistufigen Markierungsverfahren mit TAMRA-Azid (12) ist es notwendig, über-
schüssigen Fluorophor zu entfernen, da dieser sonst im Gel die Fluoreszenz der markierten
Proteine überlagert. Das erfolgt standardmäßig durch Fällen der Substratproteine, an-
schließendes Wegwaschen des Fluorophors und Lösen der Proteine in SDS-Probenpuffer.
Um zu überprüfen, ob am Ende gleich viel Protein in jeder Spur eines Gels vorhanden ist,
wird mittels Coomassiefärbung eine Beladungskontrolle durchgeführt. Dabei zeigt sich,
dass das Fällen der Proteine keinesfalls quantitativ erfolgt. Die Menge an H3 in den Spu-
ren hängt unter anderem von der An- oder Abwesenheit der MTase ab. In Abb. 3.6 ist in
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Spur 1 nur H3 aufgetragen. Für Spur 2 und 3 wird H3 in Reaktionspuffer mit und ohne
Set7/9 gefällt. Die Ausgangsmenge an H3 ist in allen Proben gleich. Tatsächlich verläuft
die Fällung mit MTase nur unvollständig (Spur 2), ohne MTase bleibt nahezu kein Protein
erhalten (Spur 3). Um überhaupt Protein fällen zu können, müssen also H3 und Set7/9
im Komplex vorliegen.
H3 + - Set7/9 WT
M 1 2 3
40 kDa
30 kDa
25 kDa
15 kDa
Coomassie
Set7/9
50 kDa
H3
20 kDa
60 kDa
Abbildung 3.6: Fällen von unmodifiziertem Histon H3 (je 200 pmol) mit und ohne MTase.
Spur 1: H3; Spur 2: H3 mit MTase gefällt; Spur 3: H3 ohne MTase gefällt.
Es wird nun ein alternatives Verfahren zum Entfernen von überschüssigem Fluoro-
phor vorgestellt. Hierzu wird die Reaktionsmischung ohne vorherige Aufreinigung auf das
Gel aufgetragen. Der größte Teil von TAMRA-modifizierten Molekülen migriert schneller
durch das Gel als die Proteine, während sich ein geringer Teil knapp über der Protein-
bande befindet (siehe Abb. 3.7). Es ist daher möglich einen Großteil des überschüssigen
Fluorophors aus dem Gel herauslaufen zu lassen.
H3
TAMRA
TAMRA
Abbildung 3.7: TAMRA-modifizierte Moleküle laufen ober- und unterhalb der Bande von
fluoreszenzmarkiertem Histon H3. Modifikation: SeAdoPropin (7) (100 µM), H3 (10 µM),
Set7/9Y305L (10 µM), 10min, RT; Clickreaktion: CuSO4 (600 µM), THPTA (600 µM), Na-
Ascorbat (50mM), TAMRA-Azid (12) (200 µM), 1 h, RT.
Abb. 3.8 zeigt einen Versuch, in dem der überschüssige Fluorophor durch Auslaufen
aus dem Gel entfernt wurde. Der höher laufende Teil des Fluorophors ist bei geringen
Konzentrationen (20 µM TAMRA-Azid (12)) nicht zu sehen. Auch hohe Konzentrationen
von TAMRA-Azid (12) führen nicht zur Überlagerung der fluoreszierenden Proteinbande,
wenn die Signalstärke der Bande hoch und die notwendige Belichtung entsprechend gering
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H3 + - Set7/9 Y305L
M 1 2 3
40 kDa
35 kDa
25 kDa
15 kDa
Coomassie
55 kDa
H3
Fluoreszenz
Set7/9
H3
Abbildung 3.8: Entfernen von überschüssigem TAMRA durch verlängerte Gelelektropho-
rese. Spur 1: unmodifiziertes Histon H3 (200 pmol); Spuren 2 und 3: Markierungsansatz mit
bzw. ohne MTase (je 200 pmol H3). Modifikation: SeAdoPropin (7) (10 µM), H3 (10 µM),
Set7/9Y305L (10 µM), 10min, RT; Clickreaktion: CuSO4 (600 µM), THPTA (600 µM), Na-
Ascorbat (50mM), TAMRA-Azid (12) (20 µM), 1 h, RT.
ist (siehe z.B. Abb. 3.11 in Kapitel 3.1.3).
Mit der vorgestellten Methode ist es also möglich, eine Überlagerung der fluores-
zierenden Proteinbande mit überschüssigem Fluorophor zu vermeiden (Abb. 3.8 oben,
Spur 2). Gleichzeitig bleibt das Protein vollständig erhalten, wie in der Coomassiefärbung
in Abb. 3.8 (unten) zu sehen ist. Welche Methode jeweils in den Versuchen verwendet
wird, ist in den Legenden der Abbildungen notiert.
3.1.3 Entfernen von enzymgebundenem Cofaktor
Bei der Analyse der MTase Set7/9 mit rp-HPLC zeigt sich, dass sowohl WT als auch die
Variante Y305L nach der Aufreinigung mittels Nickel-NTA und Dialyse noch natürlichen
Cofaktor AdoMet (1) enthalten. Für die Analyse wird das Enzym in HPLC-Startpuffer
mit Acetonitril und Trifluoressigsäure denaturiert und anschließend abzentrifugiert. Der
Überstand wird mittels rp-HPLC analysiert. Zum Vergleich wird eine äquimolare Menge
AdoMet (1) aufgespritzt. Wie in Abb. 3.10 zu sehen ist, enthält Set7/9WT ca. 90%,
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Set7/9Y305L ca. 80% AdoMet (1). Die Anwesenheit von AdoMet (1) kann die Modifi-
kationsreaktion beeinflussen. Da die Mengen von AdoMet (1) in WT und Variante aber
sehr ähnlich sind, sollten die qualitativen Aussagen aus Kapitel 3.1.1.3 Gültigkeit haben.
Um die Aktivität der MTase weiter zu erhöhen und nachfolgende Experimente quan-
titativ analysieren zu können, werden sowohl WT als auch Variante von AdoMet (1)
befreit. Dazu wird das Enzym an einen Anionenaustauscher einer FPLC-Säule gebunden,
AdoMet (1) mit großen Mengen salzarmem Puffer weggewaschen und das Enzym anschlie-
ßend mit salzhaltigem Puffer eluiert. Der FPLC-Lauf in Abb. 3.9 zeigt beispielhaft die
Elution der MTase Set7/9Y305L. Das Verfahren ist von der Cofaktorbefreiung der DNA-
MTase M.TaqI98 abgeleitet. Auf Grund des pI-Werts von 4.50 für Set7/9 (pIM.TaqI =8.98)
0 50 100 150 200 250
0.0
0.5
1.0
A
bs
or
pt
io
n 
/a
.u
.
(
 =
 2
60
 n
m
)
Elutionsvolumen /mL
0
50
100
P
uf
fe
r B
 /%
Abbildung 3.9: Elution von Set7/9Y305L von einer DEAE-Anionenaustauschersäule
(50mL) mit NaCl (1M) in Puffer B.
0 5 10 15 20
0.00
0.02
0.04
0 5 10 15 20
0.0
0.2
0.4
 AdoMet (1)
 Set7/9 Y305L(u)
 Set7/9 Y305L(b)
A
bs
or
pt
io
n 
/a
.u
.
(
 =
 2
60
 n
m
)
Retentionszeit /min
 AdoMet (1)
 Set7/9 WT(u)
 Set7/9 WT(b)
A
bs
or
pt
io
n 
/a
.u
.
(
 =
 2
60
 n
m
)
Retentionszeit /min
Abbildung 3.10: rp-HPLC-Analyse der Cofaktorbefreiung von Set7/9Y305L (links) und
Set7/9WT (rechts). Die Enzyme (je 10 nmol) wurden 10min in saurem HPLC-Puffer mit
Acetonitril (30%) und Trifluoressigsäure (0.01%) denaturiert, abzentrifugiert und der Über-
stand injiziert. Zum Vergleich wurde jeweils AdoMet (1) (10 nmol, schwarz), befreites (b,
blau) und unbefreites (u, rot) Enzym aufgespritzt. (In den rechten Chromatogrammen wur-
de eine neue Säule verwendet, die schärfere und damit höhere Signale produziert als links.
Entscheidend ist die Fläche unter den Kurven.)
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wird statt einer Kationenaustauschersäule ein Anionenaustauscher verwendet. Als Puffer-
system wird der Set7/9 Lagerpuffer eingesetzt (siehe Kapitel 6.4.6), wobei der Gehalt an
NaCl variiert wird.
Um unterscheiden zu können, ob die jeweils verwendete MTase AdoMet (1) enthält
oder nicht, wird im Folgenden dem Enzymnamen der Zusatz (b) für befreit und (u) für
unbefreit angehängt. Wie die blauen Chromatogramme in Abb. 3.10 zeigen, können die
Enzyme auf die beschriebene Weise fast vollständig von AdoMet (1) befreit werden.
In Abb. 3.11 sind die Aktivitäten der befreiten und unbefreiten MTasen Set7/9WT und
Set7/9Y305L mit SeAdoPropin (7) gegenübergestellt. Während hier für den unbefreiten
WT (Spur 2) keine Aktivität zu erkennen ist, zeigt der befreite WT eine ähnliche Akti-
vität, wie die unbefreite Variante (Spuren 1 und 4). Die Cofaktorbefreiung der Variante
steigert die Aktivität zusätzlich (Spur 3). Wie an der Verschiebung in der Coomassiefär-
bung des Gels zu sehen ist, findet vollständiger Umsatz statt.
WT Y305L Set7/9
- + - + unbefreit
+ - + - befreit
1 2 3 4
H3 Fluoreszenz
H3 Coomassie
Abbildung 3.11: Aktivitätsvergleich von cofaktorbefreiter und -unbefreiter MTase Set7/9
(WT und Y305L) mit SeAdoPropin (7). Modifikation: SeAdoPropin (7) (600 µM), H3
(10 µM), MTase (10 µM), 2 h, 37 °C; Clickreaktion: CuSO4 (600 µM), THPTA (600 µM), Na-
Ascorbat (50mM), TAMRA-Azid (12) (1200 µM), 1 h, RT. Entfernen von TAMRA durch
Auslaufen aus dem Gel.
3.1.4 Ergebnisse mit cofaktorbefreiter Variante
Mit der Herstellung der Variante Set7/9Y305L und dem anschließenden Entfernen von
AdoMet (1) konnte die Aktivität mit SeAdoPropin (7) bis hin zu einem vollständigen
Umsatz gesteigert werden. Im Folgenden soll nun die Sequenzspezifität, die Reaktionsge-
schwindigkeit und die notwendige Cofaktorkonzentration der befreiten Variante im Ver-
gleich zum WT und zum unbefreiten Enzym untersucht werden. Zudem werden unter-
schiedliche Verhältnisse der Komponenten in der Markierungsreaktion verglichen.
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3.1.4.1 Sequenzspezifität
Die Sequenzspezifität wird mit einer Variante des Histons H3 analysiert, in der die Zie-
laminosäure K4 durch Alanin ersetzt ist (H3K4A). Für den unbefreiten WT der Set7/9
wurde von Dr. Sophie Willnow eine hohe Spezifität in Bezug auf die Zielaminosäure fest-
gestellt.67 Auch für die befreiten MTasen Set7/9WT und Set7/9Y305L zeigt sich eine
hohe Spezifität, da für die Substratvariante H3K4A in Abb. 3.12 (Spuren 2, 4, 6 und 8)
keine Markierung festzustellen ist. Erst bei sehr langer Belichtung des Gels (ca. 2.5 s statt
1 s) sind in allen Spuren mit H3K4A schwache Banden zu erkennen (nicht gezeigt). Dass
diese Signale enzymkatalysiert sind und nicht beispielsweise durch unspezifische Reaktio-
nen des Cofaktors SeAdoPropin (7) zustande kommen, zeigt eine Verdrängungskontrolle
mit AdoMet (1), die auch bei sehr langer Belichtung keine fluoreszierende Bande aufweist
(nicht gezeigt). Insgesamt sind Set7/9WT und Set7/9Y305L dennoch sehr spezifisch in
Bezug auf die Zielaminosäure im Substrat H3. Andere Protein-MTasen zeigen eine deut-
lich geringere Spezifität, wie z.B. die H3K9-MTase Clr4.93
WT Y305L Set7/9(b)
10 120 10 120 Zeit /min
WT K4A WT K4A WT K4A WT K4A H3
1 2 3 4 5 6 7 8
H3 Fluoreszenz
H3 Coomassie
Abbildung 3.12: Analyse der Substratspezifität von befreiter MTase Set7/9WT und
Set7/9Y305L. Modifikation: SeAdoPropin (7) (600 µM), H3 (10 µM), MTase (10 µM),
10 und 120min, 37 °C; Clickreaktion: CuSO4 (600 µM), THPTA (600 µM), Na-Ascorbat
(50mM), TAMRA-Azid (12) (1200 µM), 1 h, RT. Entfernen von TAMRA durch Fällen der
Proteine.
3.1.4.2 Reaktionsgeschwindigkeit
Im Folgenden wird die Reaktionsgeschwindigkeit der Variante Y305L im Vergleich zum
WT, jeweils cofaktorbefreit und -unbefreit, analysiert. Set7/9WT ist im Vergleich zu
anderen MTasen sehr langsam.93 Die temperaturinstabilen Cofaktoranaloga zerfallen teil-
weise während der langen Reaktionszeit.67 Eine Steigerung der Umsatzgeschwindigkeit
wäre also von großem Vorteil.
Für die Versuche wird die Modifikationsreaktion jeweils zeitlich versetzt angesetzt, so
dass die Clickreaktion gleichzeitig gestartet und die Proben zusammen auf ein Gel geladen
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werden können. In Abb. 3.13 ist die Geschwindigkeitsanalyse von unbefreiter Variante
(Spuren 1 bis 5) und unbefreitem WT (Spuren 6 bis 7) gezeigt. Die Reaktion der Variante
ist bereits nach 5min beendet. Beim WT kann lediglich ein schwaches Signal sowohl
nach 10min als auch nach 120min beobachtet werden. Eine Signalzunahme ist nicht zu
erkennen. Studien von Dr. Sophie Willnow dagegen zeigten mit der Set7/9WT eine stetige
Zunahme bis 120min.67 Die Reaktion mit Set7/9WT verlief damit deutlich langsamer als
hier mit der Variante Set7/9Y305L. Die damaligen Studien zum WT wurden mit Biotin
als Markierungsreagenz durchgeführt und mit Western Blot analysiert. Dass in dem hier
gezeigten Gel mit dem WT keine Abstufung der Signalstärke zu erkennen ist, deutet
darauf hin, dass das zweistufige Markierungsverfahren mit TAMRA nicht so sensitiv ist
wie mit Biotin.
Y305L WT Set7/9(u)
0 2 5 10 120 10 120 Zeit /min
1 2 3 4 5 6 7
H3 Fluoreszenz
Abbildung 3.13: Analyse der Reaktionsgeschwindigkeiten und Stöchiometrie von unbe-
freiter MTase Set7/9WT und Set7/9Y305L. Modifikation: SeAdoPropin (7) (600 µM),
H3 (10 µM), MTase (10 µM), 0-120min, 37 °C; Clickreaktion: CuSO4 (600 µM), THPTA
(600 µM), Na-Ascorbat (50mM), TAMRA-Azid (12) (1200 µM), 1 h, RT. Entfernen von
TAMRA durch Fällen der Proteine.
Um dieser Vermutung nachzugehen, wird ein Vergleich von unbefreitem WT und unbe-
freiter Variante mit Biotinazid (14) als Markierungsreagenz durchgeführt (siehe Abb. 3.14).
Tatsächlich ist hier beim WT eine deutliche Zunahme der Signalstärke mit der Zeit zu
erkennen (Spuren 6 bis 8). Vollständiger Umsatz kann nicht erreicht werden, vermutlich
Y305L WT Set7/9(u)
1 5 10 60 120 10 60 120 Zeit /min
1 2 3 4 5 6 7 8
0.125 s 1 s Belichtung
H3 Western Blot
H3 Ponceau S
4,04 sek
Belichtung
Abbildung 3.14: Analyse der Reaktionsgeschwindigkeiten von unbefreiter MTase
Set7/9WT und Set7/9Y305L mit Western Blot. Modifikation: SeAdoPropin (7) (600 µM),
H3 (10 µM), MTase (10 µM), 1-120min, 37 °C; Clickreaktion: CuSO4 (600 µM), THPTA
(600 µM), Na-Ascorbat (50mM), Biotinazid (14) (1200 µM), 1 h, RT. Um die schwachen
Banden des WT neben denen der Variante sichtbar zu machen, wird der Blot unterschied-
lich lange belichtet.
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weil SeAdoPropin (7) im basischen während der langen Reaktionszeit zerfällt.67 Die kur-
ze Reaktionszeit der Variante von 5min bis hin zu vollständigem Umsatz kann bestätigt
werden (Spuren 1 bis 5). Set7/9Y305L ist um ein Vielfaches schneller als der WT.
Trotz der geringeren Sensitivität mit TAMRA als Markierungsreagenz wird für die
Geschwindigkeitsanalyse der befreiten MTasen diese Markierungsart gewählt. Sie hat den
Vorteil, dass in der Coomassiefärbung zwischen modifiziertem und nicht modifiziertem H3
unterschieden werden kann. Bei der Biotinylierung dagegen wird kein Größenunterschied
zwischen biotinyliertem und nicht modifiziertem H3 beobachtet. Wie in Abb. 3.15 an der
Verschiebung der H3-Bande in der Coomassiefärbung zu erkennen ist, ist auch mit der
befreiten Variante die Reaktion bereits nach 5min beendet (Spuren 1 bis 5). Die Methode
ist aber nicht sensitiv genug, um die Reaktionsgeschwindigkeit des WTs analysieren zu
können (Spuren 6 bis 8).
Insgesamt ergibt sich, dass die Variante sowohl befreit als auch unbefreit um ein Viel-
faches schneller ist als der WT. Die Reaktion ist bereits nach 5min beendet, wodurch
ein Zerfall der Cofaktoranaloga keine Rolle spielt. Ein vollständiger Umsatz kann somit
erreicht werden.
Y305L WT Set7/9(b)
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Abbildung 3.15: Analyse der Reaktionsgeschwindigkeiten und Stöchiometrie von befreiter
MTase Set7/9WT und Set7/9Y305L. Modifikation: SeAdoPropin (7) (600 µM), H3 (10 µM),
MTase (10 µM), 2-120min, 37 °C; Clickreaktion: CuSO4 (600 µM), THPTA (600 µM), Na-
Ascorbat (50mM), TAMRA-Azid (12) (1200 µM), 1 h, RT. Um die schwachen Banden des
WT neben denen der Variante sichtbar zu machen, wird das Gel unterschiedlich lange be-
lichtet. Entfernen von TAMRA durch Fällen der Proteine.
3.1.4.3 Cofaktorkonzentration
Je geringer die einzusetzende Konzentration des Cofaktoranalogons ist, desto geringer ist
die Gefahr von unspezifischen Nebenreaktionen. Das Gel in Abb. 3.16 zeigt den Vergleich
von cofaktorbefreitem WT zu befreiter Variante. Während mit dem WT eine Cofaktor-
konzentration von 600 µM nötig ist, um ein schwaches Signal zu erhalten (Spur 1), wird
mit der Variante noch mit 10 µM eine deutliche Markierung erzielt (Spur 6).
In Abb. 3.17 wird die erreichte Optimierung durch die Befreiung der Variante deutlich.
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Die unbefreite Variante liefert mit 10 µM SeAdoPropin (7) nur ein sehr schwaches Signal.
Die Coomassiefärbung zeigt nahezu keinen Umsatz (Spur 2). Mit der befreiten Variante
und 10 µM Cofaktor dagegen liegt der Umsatz bei knapp 50% (Spur 1) und damit etwa
so hoch wie für den Ansatz mit unbefreiter Variante und 100 µM Cofaktor (Spur 4). Die
befreite Variante liefert mit 100 µM sogar nahezu vollständigen Umsatz (Spur 3).
WT Y305L Set7/9(b)
600 100 10 600 100 10 SeAdoPropin ( ) /µM7
1 2 3 4 5 6
H3 Fluoreszenz
H3 Coomassie
Abbildung 3.16: Vergleich verschiedener Cofaktorkonzentrationen mit befreiter MTase
Set7/9WT und Set7/9Y305L. Modifikation: SeAdoPropin (7) (600, 100 oder 10 µM), H3
(10 µM), MTase (10 µM), 2 h, 37 °C; Clickreaktion: CuSO4 (600 µM), THPTA (600 µM),
Na-Ascorbat (50mM), TAMRA-Azid (12) (1200, 200 oder 20 µM), 1 h, RT. Entfernen von
TAMRA durch Fällen der Proteine.
10 µM 100 µM SeAdoPropin ( )7
- + - + Set7/9 Y305L(u)
+ - + - Set7/9 Y305L(b)
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H3 Coomassie
Abbildung 3.17: Vergleich verschiedener Cofaktorkonzentrationen mit cofaktorbefreiter
(b) und unbefreiter (u) Variante Set7/9Y305L. Modifikation: SeAdoPropin (7) (10 oder
100 µM), H3 (10 µM), Set7/9Y305L (10 µM), 10min, RT; Clickreaktion: CuSO4 (600 µM),
THPTA (600 µM), Na-Ascorbat (50mM), TAMRA-Azid (12) (20 oder 200 µM), 1 h, RT.
Entfernen von TAMRA durch Auslaufen aus dem Gel.
3.1.4.4 Verhältnis zwischen Cofaktoranalogon, Substrat und Methyltransferase
Nachdem gezeigt wurde, dass die Konzentration von SeAdoPropin (7) einen erheblichen
Einfluss auf die Aktivität im zweistufigen Markierungsverfahren hat, sollen nun auch
die Konzentrationen der MTase und des Substrats H3 variiert werden. Tab. 3.1 zeigt
alle möglichen Kombinationen der drei Komponenten der Markierungsreaktion. Zudem
angegeben sind die jeweiligen Aktivitäten, die sich aus dem Versuch in Abb. 3.18 ergeben.
Wie bereits in Kapitel 3.1.4.3 gezeigt, ergibt der Einsatz von 100 µM SeAdoPropin (7),
10 µM H3 und 10 µM MTase nahezu vollständigen Umsatz. Dies bestätigt auch das Gel
in Abb. 3.18 (Spur 1). Wird nun die Konzentration des Substrats H3 auf 100 µM erhöht,
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Tabelle 3.1: Aktivitäten bei verschiedenen Zusammensetzungen von SeAdoPropin (7), H3
und Set7/9Y305L. +++=starke Markierung, ++=mittelstarke Markierung, += schwache
Markierung, -= keine Markierung.
SeAdoPropin (7) H3 Set7/9Y305L(b) Aktivität
100 µM 10 µM 10 µM +++
100 µM 100 µM 10 µM +
100 µM 100 µM 100 µM ++*
10 µM 10 µM 10 µM ++
10µM 10 µM 100 µM -
10 µM 100 µM 100 µM n.b.
100 µM 10 µM 100 µM -
10 µM 100 µM 10 µM n.b.
n.b.=nicht bestimmt
*Verdünnen vor Clickreaktion notwendig.
100 100 100 10 10 100 SeAdoPropin ( ) /µM7
10 100 100 10 10 10 Histon H3 /µM
10 10 100 10 100 100 Set7/9Y305L(b) /µM
nach vor nach vor CuAAC verdünnt
1 2 3 4 5 6 7 8
H3 Fluoreszenz
H3 Coomassie
Abbildung 3.18: Zweistufiges Markierungverfahren mit unterschiedlichen Zusammenset-
zungen der Komponenten SeAdoPropin (7), Histon H3 und Set7/9Y305L(b). Modifikation:
SeAdoPropin (7) (10 oder 100 µM), H3 (10 oder 100 µM), Set7/9Y305L(b) (10 oder 100 µM),
10min, RT; Clickreaktion: CuSO4 (600 µM), THPTA (600 µM), Na-Ascorbat (50mM),
TAMRA-Azid (12) (20 oder 200 µM), 1 h, RT. Entfernen von TAMRA durch Auslaufen
aus dem Gel.
ist der Umsatz deutlich geringer, da mit der gleichen Menge MTase und SeAdoPropin (7)
zehnmal mehr Substrat modifiziert werden muss (Spur 2). Um einen direkten Vergleich
der H3-Banden zu erreichen, wird der Ansatz mit 100 µM H3 nach der Clickreaktion 1:10
verdünnt.
Als nächstes wird auch die Konzentration der MTase auf 100 µM erhöht und wiederum
nach der Clickreaktion 1:10 verdünnt (Spur 4). Dies führt erstaunlicherweise nicht zu
einer Markierung. Wird der Ansatz allerdings vor der Clickreaktion 1:10 verdünnt, werden
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annähernd 50% Umsatz erzielt (Spur 5, siehe Coomassiefärbung). Offensichtlich bleibt bei
hohen Konzentrationen das modifizierte H3 im Enzym gebunden und steht somit nicht
für die Clickreaktion zur Verfügung. Durch das Verdünnen vor der Clickreaktion kann
sich der Komplex lösen und die Fluoreszenzmarkierung kann erfolgen. Der Umsatz in
diesem Ansatz (je 100 µM der drei Komponenten, Spur 5) ist vergleichbar mit einem
Ansatz mit je 10 µM (Spur 6), wobei das schwächere Signal auf eine geringere Menge H3
im Gel zurückzuführen ist (siehe Coomassiefärbung). In dem zuvor beschriebenen Ansatz
(Spur 2) führt die geringere Enzymkonzentration dazu, dass modifiziertes H3 und MTase
dissoziiert vorliegen und die Clickreaktion auch ohne vorheriges Verdünnen stattfindet
(vgl. Spur 3).
Ausgehend von dem äquimolaren Einsatz mit jeweils 10 µM der Komponenten wird
die Enzymkonzentration auf 100 µM erhöht (Spur 7), was zu keiner Markierung von H3
führt. In den Spuren 2 und 3 wurde gezeigt, dass bei Konzentrationen von 100 µM H3
und 10 µM MTase der Produktkomplex größtenteils dissoziiert vorliegt. Gleiches sollte
auch für 10 µM H3 und 100 µM MTase gelten. Modifiziertes H3 würde demnach für die
Clickreaktion zur Verfügung stehen. Dennoch wird hier keine Markierung von H3 erzielt.
Vermutlich bindet die MTase sowohl das Substrat als auch das Cofaktoranalogon sehr
fest. Bei einem Überschuss von MTase kann es dazu kommen, dass Substrat und Cofak-
toranalogon unterschiedliche Enzyme binden und es so nicht zu einer Übertragung der
Seitenkette kommt.
Ein Ansatz mit 100 µM SeAdoPropin (7), 10 µM H3 und 100 µM MTase (Spur 8) zeigt
keine Markierung. Theoretisch sollte die MTase mit dem Cofaktoranalogon gesättigt sein
und somit das geringer konzentrierte H3 modifizieren. Warum dies nicht passiert, ist frag-
lich. Zwei weitere mögliche Zusammensetzungen wären 10 µM SeAdoPropin (7), 100 µM
H3 und 10 µM bzw. 100 µM MTase. In diesen Kombinationen liegt der Cofaktor im Un-
terschuss zu H3 vor, so dass höchstens 10% von H3 markiert werden können. Versuche
mit diesen Zusammensetzungen wurden daher nicht durchgeführt.
Insgesamt werden die besten Ergebnisse mit einem Überschuss an Cofaktoranalogon
gegenüber H3 und MTase erzielt. Alle drei Komponenten äquimolar einzusetzen ist prin-
zipiell auch möglich, allerdings muss darauf geachtet werden, dass Substrat und MTase
dissoziieren können, damit die anschließende Clickreaktion erfolgen kann. Das ist bei Ver-
suchen in Lösung durch Verdünnen möglich. Für Versuche, in denen das Substrat auf
einer Festphase gebunden ist (z.B. Proteinarrays, siehe Kapitel 3.2), kann die MTase
durch Waschen entfernt werden. Der Einsatz von MTase im Unterschuss zu Cofaktorana-
logon und H3 ergibt eine geringe Markierung. Die MTase im Überschuss zu H3 oder zu
SeAdoPropin (7) und H3 einzusetzen führt zu keiner Markierung.
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3.1.5 Spannungsinduzierte Clickreaktion (SPAAC)
Die bisherige Form des zweistufigen Markierungsverfahrens benötigt cytotoxische Kup-
fer(I)-Ionen, um im Markierungsschritt eine Reportergruppe mittels CuAAC einzubrin-
gen. Eine Anwendung des Markierungsverfahrens in lebenden Zellen beispielsweise ist
damit schwierig. In der Literatur gibt es eine Reihe von alternativen bioorthogonalen
Reaktionen, die ohne Kupferionen auskommen. Eine davon ist die spannungsinduzierte
Azid-Alkin-Cycloaddition (SPAAC), die zwischen einem cyclischen Alkin und einem ter-
minalen Azid stattfindet. Triebkraft der Reaktion ist die Ringspannung des Cycloalkins,
wodurch der Einsatz eines Katalysators unnötig wird. In Kapitel 3.1.1.3 wurde gezeigt,
dass das Cofaktoranalogon SeAdoEthylazid (9) mit der Variante Set7/9Y305L ähnliche
Umsätze liefert, wie der bisherige Standard SeAdoPropin (7) mit Set7/9WT (siehe auch
Abb. 3.22). Erstmals kann also H3 mit nennenswertem Umsatz sequenzspezifisch mit
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Abbildung 3.19: Reaktionsschema der spannungsinduzierten Azid-Alkin-Cycloaddition
(SPAAC) zwischen Biotin-DBCO (15) bzw. Biotin-BCN (16) (blau) und Histon H3, das
mit SeAdoEthylazid (9) und Set7/9Y305L modifiziert wurde.
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einem terminalen Azid modifiziert werden. Dies ermöglicht den Einsatz der spannungsin-
duzierten Clickreaktion im zweistufigen Markierungsverfahren. Abb. 3.19 zeigt die Mar-
kierung von azidmodifiziertem H3 mit Biotin-DBCO (15) und Biotin-BCN (16) mittels
SPAAC.
3.1.5.1 Zweistufiges Markierungsverfahren mit Biotin-DBCO (15)
Biotin-DBCO (15) ist schlecht wasserlöslich. Um die Reaktion dennoch in Wasser durch-
führen zu können, wird nach der Modifikationsreaktion ein Großteil des Cofaktoranalogons
SeAdoEthylazid (9) mittels Größenausschlusschromatographie (Zeba-Säulen) entfernt. So
kann Biotin-DBCO (15) in geringer Konzentration eingesetzt werden, ohne hauptsächlich
mit überschüssigem Cofaktor zu reagieren.
In Abb. 3.20 ist zu sehen, dass azidmodifiziertes H3 mit der kupferkatalysierten Clickre-
aktion biotinyliert wird (Spur 1). Mit Biotin-DBCO (15) wird dagegen keine Markierung
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Abbildung 3.20: Zweistufiges Markierungsverfahren mit Biotinalkin (13) bzw. Biotin-
DBCO (15). Modifikation: SeAdoEthylazid (9) (600 µM), H3 (10 µM), Set7/9Y305L(u)
(10 µM), 2 h, 37 °C; Clickreaktion: Spur 1 (kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition,
CuAAC): CuSO4 (600 µM), THPTA (600 µM), Na-Ascorbat (50mM), Biotinalkin (13)
(130 µM), 1 h, RT; Spur 2 (spannungsinduzierte Azid-Alkin-Cycloaddition, SPAAC): Biotin-
DBCO (15) (130 µM), 1 h, RT. Die Proben wurden vor der Clickreaktion zum Entfernen
von Cofaktoranalogon über Zeba-Säulen aufgereinigt.
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erzielt (Spur 2). Auch eine längere Belichtung des Blots zeigt kein Signal in Spur 2 (nicht
gezeigt). Biotin-DBCO (15) reagiert also unter den verwendeten Bedingungen nicht mit
modifiziertem H3. Dies kann unter anderem auf die schlechte Löslichkeit von Biotin-
DBCO (15) zurückgeführt werden. In weiteren Experimenten wurden außerdem unspe-
zifische Nebenreaktionen des Biotin-DBCO (15) mit der MTase und mit H3 beobachtet
(Daten nicht gezeigt).
3.1.5.2 Zweistufiges Markierungsverfahren mit Biotin-BCN (16)
Um das Problem der schlechten Wasserlöslichkeit von Biotin-DBCO (15) zu umgehen,
wird das besser lösliche Biotin-BCN (16) synthetisiert (Abb. 3.21). Dazu wird Biotin-
NHS (17) unter Bildung einer Peptidbindung mit BCN-PEG-Amin (18) umgesetzt. Die
Base Triethylamin (TEA) sorgt dafür, dass das Amin deprotoniert vorliegt und der nu-
kleophile Angriff auf den Carboxylkohlenstoff des NHS-Esters erfolgen kann.
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Abbildung 3.21: Synthese von Biotin-BCN (16). Reaktionsbedingungen: DMSO, TEA,
20min, RT.
Beim zweistufigen Markierungsverfahren mit Biotin-BCN (16) wird eine Markierung
des modifizierten Substrats H3 beobachtet (Abb. 3.22, Spuren 5 und 6). Im Vergleich zur
kupferkatalysierten Clickreaktion (Spuren 7 und 8) sind die Banden aber sehr schwach.
Zudem zeigt sich eine starke Biotinylierung der MTase. Daher soll überprüft werden,
inwieweit sich Biotin-BCN (16) tatsächlich für eine bioorthogonale Reaktion an modifi-
zierten Proteinen eignet. Dazu wird Biotin-BCN (16) unter Reaktionsbedingungen jeweils
mit Histon H3 (Spuren 1 und 2) und MTase (Spuren 3 und 4) inkubiert. Es ist deutlich,
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dass Biotin-BCN (16) konzentrationsabhängig sowohl mit der MTase als auch mit dem
Substrat H3 reagiert. Ähnliche Beobachtungen werden mit einem fluoreszenzmarkierten
BCN (TAMRA-BCN) gemacht (Daten nicht gezeigt). Die SPAAC eignet sich somit mit
den getesteten Reagenzien nicht als bioorthogonale Reaktion im zweistufigen Markie-
rungsverfahren. Auch in der Literatur werden unspezifische Nebenreaktionen von BCN
mit Proteinen beschrieben.99,100
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Abbildung 3.22: Zweistufiges Markierungsverfahren mit spannungsinduzierter Click-
reaktion mit Biotin-BCN (16). Modifikation: Cofaktoranalogon (600 µM), H3 (10 µM),
MTase (10 µM), 2 h, 37 °C; Clickreaktion: Spuren 7 und 8 (kupferkatalysierte Azid-Alkin-
Cycloaddition, CuAAC): CuSO4 (600 µM), THPTA (600 µM), Na-Ascorbat (50mM), Bio-
tinalkin (13) bzw. Biotinazid (14) (1200 µM), 1 h, RT; Spuren 5 und 6 (spannungsinduzierte
Azid-Alkin-Cycloaddition, SPAAC): Biotin-BCN (16) (600 oder 2400 µM), 1 h, RT. In den
Spuren 1 bis 4 wurde unmodifiziertes H3 (10 µM) bzw. MTase Set7/9Y305L(u) (10 µM) in
Probenpuffer für 1 h bei RT mit Biotin-BCN (16) (600 oder 2400 µM) inkubiert.
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3.2 Substratanalyse auf Proteinarrays
Die MTase Set7/9 methyliert neben dem Histon H3 eine ganze Reihe weiterer Proteine.
Für eine möglichst umfassende Substratanalyse soll hier das zweistufige Markierungsver-
fahren in der Anwendung auf Proteinarrays optimiert werden. Wie bei den in Kapitel 3.1
vorgestellten Versuchen in Lösung sollen die Substratproteine auf dem Array zunächst
mit dem Cofaktoranalogon SeAdoPropin (7) enzymatisch modifiziert und anschließend
mittels Clickreaktion mit einem Fluorophor markiert werden (siehe Abb. 3.23). Potenti-
elle Substrate der MTase können schließlich mithilfe eines Fluoreszenzscanners ermittelt
werden.
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Abbildung 3.23: Schema des zweistufigen Markierungsverfahrens in der Anwendung auf
Proteinarrays.
Dr. Sophie Willnow hat in Ihrer Doktorarbeit bereits das zweistufige Markierungsver-
fahren auf Proteinarrays getestet.93 Sie stellte fest, dass SeAdoPropin (7) auf den Arrays
zu unspezifischen Nebenreaktionen neigt. Da nur äußerst wenige der gefundenen Substrat-
kandidaten mit bekannten Substraten oder Substratkandidaten aus der Literatur über-
einstimmten, ist der Erfolg der durchgeführten Analyse fraglich. Die in dieser Arbeit mit
der Variante Set7/9Y305L erzielte Optimierung des zweistufigen Markierungsverfahrens
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könnte die Anwendung auf Proteinarrays ermöglichen. Insbesondere die deutlich kürzere
Reaktionsdauer und die Möglichkeit geringe Mengen SeAdoPropin (7) einzusetzen sind
vielversprechend.
3.2.1 PATH Testarrays
Das zweistufige Markierungsverfahren wird zunächst auf PATH Protein Microarray Slides
getestet. Auf diese mit Nitrocellulose beschichteten Glasträger werden verschiedene Pro-
teinlösungen als Duplikate in kleinen Tröpfchen aufgetragen und eintrocknen gelassen.
Neben dem Substrat H3 wird als Negativkontrolle die nicht funktionelle Variante H3K4A
aufgetragen. Als Positivkontrolle wird H3WT zuvor in Lösung mit SeAdoPropin (7) alki-
nyliert und ebenfalls aufgetragen. Für die Modifikation auf Arrays wird die nicht cofaktor-
befreite Variante Set7/9Y305L (vgl. Kapitel 3.1.3) verwendet. Die Markierung erfolgt mit
dem Fluorophor Alexa 647-Azid. Sowohl nach der Modifikation als auch nach der Mar-
kierungsreaktion werden eine Reihe von Waschschritten durchgeführt, um MTase und
Cofaktoranalogon bzw. Fluorophor von den Arrays herunterzuwaschen. In ersten Experi-
menten stellte sich heraus, dass neben dem Cofaktoranalogon vermutlich auch der Fluo-
rophor Alexa 647-Azid trotz der intensiven Waschschritte unspezifisch an den Arrays und
den Proteinen bindet. Alexa 647-Azid besitzt vier Sulfonsäuregruppen. Um der unspezifi-
schen Bindung entgegenzuwirken wird daher dem bestehenden Protokoll von Dr. Sophie
Willnow93 ein Waschschritt mit Hochsalzpuffer hinzugefügt (Details zu den Waschschrit-
ten siehe Tab. 3.2 links und Kapitel 6.5.3). Die Ergebnisse sind in Abb. 3.24 zu sehen.
Im oberen Bereich ist das erwartete Markierungsmuster dargestellt. Ohne zusätzlichen
SeAdoPropin ( )7 + + -
Set7/9 Y305L(u) + - +
1 2 3 1 2 3 1 2 3
3 2 1 3 2 1 3 2 1
ohne
zusätzlichen
Waschschritt
mit
zusätzlichem
Waschschritt
Abbildung 3.24: Zweistufiges Markierungsverfahren auf PATH Testarrays mit und ohne
zusätzlichen Waschschritt mit Hochsalzpuffer. Aufgetragene Proteine: Alkinyliertes H3 (1),
H3WT (2) und H3K4A (3).
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Waschschritt zeigt der Hauptansatz (links) das erwartete Muster. In den Kontrollen oh-
ne MTase (mitte) und ohne Cofaktoranalogon (rechts) sollte nur zuvor alkinyliertes H3
(Protein 1) markiert sein. Tatsächlich ist ohne den zusätzlichen Waschschritt auch ei-
ne Anfärbung von H3WT (Protein 2) und H3K4A (Protein 3) zu erkennen. Mit dem
zusätzlichen Waschschritt kann die unspezifische Anfärbung deutlich reduziert werden.
In Abb. 3.25 ist ein Vergleich der Ergebnisse mit Set7/9WT und Set7/9Y305L (beide
nicht cofaktorbefreit, vgl. Kapitel 3.1.3) dargestellt. Aufgetragen sind neben dem Substrat
H3 (von NEB sowie selbst hergestelltes) die funktionelle Variante H3K9A, alkinyliertes
H3 als Positivkontrolle, sowie die nicht funktionelle Variante H3K4A und die Nichtsub-
stratproteine BSA und RF1 als Negativkontrollen. Im oberen Abschnitt sind die zu er-
wartenden Markierungsmuster des Hauptansatzes (links) und der Kontrollen ohne MTase
(mitte) und ohne Cofaktoranalogon (rechts) dargestellt. Nur das zuvor alkinylierte H3
(Protein 2) sollte in allen Ansätzen markiert werden. Die Testarrays mit Set7/9WT sind
der Dissertation von Dr. Sophie Willnow entnommen.93 Das Markierungsmuster ist nur
undeutlich zu erkennen. Besonders die nicht funktionelle Variante H3K4A (Protein 5)
zeigt im Hauptansatz (links) eine deutliche Markierung, obwohl die Zielaminosäure Ly-
sin 4 durch Alanin ersetzt ist. Die Versuche mit Set7/9Y305L dagegen zeigen deutlich das
erwartete Markierungsmuster für den Ansatz links. Durch die kürzere Reaktionszeit von
SeAdoPropin ( )7 + + -
Set7/9(u) + - +
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
7 6 5 4 3 2 1 7 6 5 4 3 2 1 7 6 5 4 3 2 1
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n.b.
siehe oben
(Y305L, 200 µM 7)
Abbildung 3.25: Analyse des zweistufigen Markierungsverfahrens auf PATH Testarrays.
Aufgetragene Proteine: BSA (1), alkinyliertes H3 (2), H3 von NEB (3), selbst hergestell-
tes H3 (4), H3K4A (5), H3K9A (6) und RF1 (7). Die angegebenen Reaktionsbedingungen
beziehen sich auf die enzymatische Markierungsreaktion. Die Clickreaktion erfolgt wie üb-
lich 1 h bei RT. Die Arrays mit Set7/9WT sind der Doktorarbeit von Dr. Sophie Willnow
entnommen.93 n.b. = nicht bestimmt
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10min statt 2 h, die geringere Konzentration von 200 µM bzw. 20 µM statt 600 µM SeAdo-
Propin (7) sowie den zusätzlich eingeführten Waschschritt ist nahezu kein unspezifischer
Hintergrund mehr zu erkennen.
3.2.2 ProtoArrays
Nach den erfolgreich optimierten Testarrays soll nun das zweistufige Markierungsverfah-
ren auf ProtoArray Human Protein Microarrays durchgeführt werden. Diese Arrays sind
mit über 9000 humanen Proteinen in Duplikaten bedruckt. Die Proteine sind mit ei-
nem N-terminalen GST-Tag exprimiert, gereinigt und auf die Nitrocelluloseschicht eines
25mmx75mm großen Glasträgers aufgebracht. Der Übersichtlichkeit halber sind die Pro-
teine in 48 Blöcke aufgeteilt. Jeder Block enthält zusätzlich Kontrollproteine. Die Aus-
wertung erfolgt mit einem Programm des Fluoreszenzscanners, in das eine Datei mit den
genauen Positionen der einzelnen Proteine eingelesen werden kann.
Insgesamt werden im Folgenden drei Versuche auf ProtoArrays beschrieben. Die Durch-
führung erfolgt zunächst weitgehend analog zu der auf PATH Testarrays. Zur Vermeidung
von Staub wird an einer sterilen Werkbank gearbeitet. Die Arrays werden vor dem Ver-
such mit einem Blockierungsreagenz inkubiert, um unspezifische Wechselwirkungen zu
vermeiden. Alle Waschschritte werden bei 4 °C durchgeführt.
Im ersten Versuch wird das Cofaktoranalogon SeAdoPropin (7) 100 µM und die MTase
Set7/9Y305L (unbefreit) 10 µM eingesetzt, da mit diesen Konzentrationen in Lösung die
besten Ergebnisse erzielt wurden (siehe Kapitel 3.1.4.4). Als Negativkontrolle wird ein
Versuch ohne MTase durchgeführt. Details zu den Versuchen sind in Tab. 3.2 aufgelistet.
Prinzipiell sind ProtoArrays für die Nutzung mit drei verschiedenen Fluorophoren aus-
gelegt. Sie enthalten deshalb in jedem Block an bestimmten Positionen Kontrollproteine,
die jeweils mit drei verschiedenen Fluorophoren markiert sind. Diese Proteine sollten also
bei allen vorgesehenen Wellenlängen ein Signal geben. In Abb. 3.26 ist beispielhaft ein
Block aus dem ersten Versuch des zweistufigen Markierungsverfahrens auf ProtoArrays
dargestellt. Die übrigen Blöcke sehen ähnlich aus. Gescannt wird bei den Wellenlängen
635 nm (links) und 532 nm (rechts). Für den Versuch wird der Fluorophor Alexa 647 ver-
wendet, der bei 635 nm angeregt wird. Die Messung bei 532 nm dient als Kontrollmessung.
Wie rechts in Abb. 3.26 zu sehen ist, geben in der Kontrolle nur die acht fluoreszierenden
Kontrollproteine ein Signal (siehe rote Kästen). In der Messung bei 635 nm (links) dage-
gen geben fast alle Proteine ähnlich starke Signale. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass alle
Proteine, die hier ein Signal geben, tatsächlich Substrate von Set7/9 sind. Es wird da-
her davon ausgegangen, dass die Signale durch unspezifische Anfärbung oder Markierung
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635 nm 532 nm
Abbildung 3.26: Beispielblock des ProtoArrays mit MTase aus Versuch 1, gescannt bei
635 nm (links) bzw. 532 nm (rechts) und einer Verstärkung von 180. In den roten Kästen
sind die fluoreszierenden Kontrollproteine zu sehen. Versuchsbedingungen siehe Tab. 3.2.
zustande kommen. Der hohe unspezifische Hintergrund überdeckt die fluoreszierenden
Kontrollproteine.
Ebenfalls ein Indiz für einen starken Hintergrund ist die sehr niedrige Verstärkung
des Photomultipliers. Bei der für die Arrays empfohlenen Verstärkung von 600 ist der
gesamte Array deutlich überbelichtet. Die Messungen in Abb. 3.26 wurden bei einer Ver-
stärkung von 180 durchgeführt. Insgesamt gilt es also, den unspezifischen Hintergrund zu
reduzieren, um mögliche spezifische Markierungen erkennen zu können.
Ein zweiter Versuch wird mit cofaktorbefreiter Set7/9Y305L durchgeführt. Wie in Ka-
pitel 3.1.3 beschrieben, ist die Bindungstasche der MTase Set7/9Y305L (unbefreit) zu ca.
80% mit dem natürlichen Cofaktor AdoMet (1) besetzt. Wird die unbefreite MTase auf
den Arrays eingesetzt, kommt es wahrscheinlich größtenteils zu einer Methylierung der
Substrate. Die Alkingruppe des Cofaktoranalogons kann dann nicht mehr effizient über-
tragen werden und somit höchstens eine schwache Fluoreszenzmarkierung stattfinden. Es
zeigt sich, dass auch im Versuch mit cofaktorbefreiter Set7/9Y305L keine Markierung
von Substratproteinen beobachtet werden kann. Ebenfalls heben sich die Signale der fluo-
reszierenden Kontrollproteine nicht von denen der übrigen Proteine ab. Insgesamt ist der
Hintergrund jedoch schwächer (Abb. 3.27, links). Das Scannen des Arrays bei einer Ver-
stärkung von 240 führt zu einer ähnlichen Signalstärke wie im ersten Versuch, der bei 180
gescannt wurde. Eine weitere Reduktion des unspezifischen Hintergrundsignals ist aber
notwendig. Es fällt auf, dass der Kontrollarray ohne MTase, in diesem wie auch im ersten
Versuch (nicht gezeigt), insgesamt stärker fluoresziert als der Hauptarray. Eine Erklärung
dafür könnte sein, dass der Hauptarray durch die MTase geblockt wird. Durch das Feh-
len des Enzyms im Kontrollexperiment kann die Oberfläche leichter von Cofaktoranalogon
und Fluorophor erreicht werden. Eine weitere Auffälligkeit ist die insgesamt sehr ungleich-
mäßige Färbung beider Arrays. Diese ist vermutlich auf die praktische Durchführung der
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Hauptarray Kontrollarray Hauptarray Kontrollarray
2. Versuch (Verstärkung 240) 3. Versuch (Verstärkung 320)
Abbildung 3.27: Vergleich der ProtoArrays aus Versuch 2 (links) und Versuch 3 (rechts),
gescannt bei 635 nm. Versuchsbedingungen siehe Tab. 3.2.
Versuche zurückzuführen. Die Lösungen für die Modifikation und die Markierung werden
in einem Volumen von 120 µL auf die Arrays pipettiert und zügig mit einem Deckgläschen
bedeckt, sodass sich die Lösung gleichmäßig auf den Arrays verteilen kann. Die kurze Zeit
vor dem Abdecken reicht aus, um ungleichmäßige Schlieren auf den Arrays zu hinterlassen.
Diese lassen sich offensichtlich nicht durch die folgenden Waschschritte entfernen.
Für einen dritten Versuch werden einige Details verändert, um die beschriebenen Pro-
bleme zu beheben. Zur Verringerung des insgesamt starken Hintergrundsignals werden die
Konzentrationen von MTase, Cofaktoranalogon und Fluorophor jeweils um das Zehnfa-
che reduziert. Um ein eventuelles Blockieren der Oberflächen durch die MTase auf beiden
Arrays identisch zu halten, wird auf dem Kontrollarray eine Verdrängungskontrolle durch-
geführt. Dafür wird zusätzlich zu den Komponenten der Modifikationsreaktion mit MTase
der natürliche Cofaktor AdoMet (1) in hohem Überschuss (100-fach zu SeAdoPropin (7))
zugefügt. AdoMet (1) sollte SeAdoPropin (7) verdrängen und somit eine Alkinylierung
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und anschließende Markierung der Substratproteine verhindern. Dass diese Verdrängungs-
kontrolle funktioniert, wird in Lösung bestätigt (Daten nicht gezeigt). Zur Vermeidung
der beschriebenen Schlierenbildung auf den Arrays finden die Modifikations- und die Mar-
kierungsreaktion nun in kleinen Gefäßen statt, in denen die Arrays vollständig mit einem
Lösungsvolumen von 5mL bedeckt werden. Zudem wird das Blockieren der Arrays vor
dem Versuch sowie die verschiedenen Waschschritte überarbeitet. So wird beispielswei-
se, wie in den Anwendungsanweisungen der ProtoArrays empfohlen, Synthetic Block statt
RotiBlock zum Blockieren verwendet und das nicht ionische Tween 20 statt dem ionischen
CHAPS als Detergenz in der Modifikationsreaktion eingesetzt. Alle Veränderungen von
Versuch 3 gegenüber Versuch 1 und 2 sind in Tab. 3.2 aufgeführt.
Abb. 3.27 zeigt den Vergleich der Arrays aus Versuch 2 und Versuch 3. Eine Verbesse-
rung konnte in der Gleichmäßigkeit der Arrays erzielt werden. Zudem wurde der unspe-
zifische Hintergrund nochmals stark reduziert. Die Arrays aus Versuch 3 sind bei einer
Verstärkung von 320 deutlich schwächer fluoreszierend als die aus Versuch 2 bei einer Ver-
stärkung von 240. Dennoch sind die fluoreszierenden Kontrollproteine auch in Versuch 3
nicht von den anderen Proteinen zu unterscheiden (Abb. 3.28). Ebenso sind keine Sub-
stratkandidaten auszumachen, da alle Proteine, die in dem Hauptarray mit einer hohen
Fluoreszenz herausstechen, auch im Kontrollarray stark markiert sind. Der Kontrollarray
ist wie in den Versuchen zuvor insgesamt stärker fluoreszierend als der Hauptarray, was
also nicht wie vermutet mit einem Blockieren oder nicht Blockieren der Arrays durch die
MTase zu tun hat.
Hauptarray Kontrollarray
Abbildung 3.28: Beispielblöcke der ProtoArrays aus Versuch 3, gescannt bei 635 nm und
einer Verstärkung von 320. Die roten Kästen geben die Positionen der fluoreszierenden
Kontrollproteine an. Versuchsbedingungen siehe Tab. 3.2.
Insgesamt ist es trotz der erzielten Reduzierung des Hintergrundsignals nicht möglich
unter den beschriebenen Bedingungen Substratkandidaten mit den ProtoArrays zu iden-
tifizieren. Eine Reihe weiterer Versuche wäre notwendig, um herauszufinden woher das
verbleibende Hintergrundsignal tatsächlich kommt und wie dieses zu vermeiden ist. Mög-
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licherweise könnte ein Versuch mit äquimolarem Einsatz von MTase und SeAdoPropin (7)
zum Erfolg führen, da das Cofaktoranalogon dann nahezu vollständig im Enzym gebun-
den wäre und unspezifische Reaktionen unterdrückt würden. Dass ein äquimolarer Einsatz
prinzipiell möglich ist, wurde in Kapitel 3.1.4.4 gezeigt.
Tabelle 3.2: Experimentelle Bedingungen für das zweistufige Markierungsverfahren auf
ProtoArrays. (Details zu den Puffern siehe Kapitel 6.5.3.)
Versuche 1 und 2 Versuch 3
Blockieren:
RotiBlock Synthetic Block
Waschen:
Modifikationspuffer (1-mal) Modifikationspuffer (2-mal)
Modifikationsreaktion:
SeAdoPropin (7) (100 µM), Set7/9
Y305L (unbefreit/befreit) (10 µM),
CHAPS (0.1%), Modifikationspuffer
SeAdoPropin (7) (10 µM), Set7/9
Y305L (befreit) (1 µM), Tween 20
(0.1%), Modifikationspuffer
Kontrolle: ohne MTase Kontrolle: Verdrängung mit AdoMet (1)
(1mM)
Waschen:
Modifikationspuffer (1-mal)
BSA (1%) in PBS-T (2-mal)
SDS (0.5%) in H2O (2-mal)
BSA (1%) in PBS-T (2-mal)
Markierungspuffer (1-mal)
Modifikationspuffer (1-mal)
SDS (0.5%) in H2O (3-mal)
H2O (2-mal)
Markierungspuffer (1-mal)
Markierungsreaktion:
CuSO4 (0.6mM), THPTA (0.6mM),
Natriumascorbat (50mM), Alexa 647-
Azid (100 µM), Markierungspuffer
CuSO4 (0.6mM), THPTA (0.6mM),
Natriumascorbat (50mM), Alexa 647-
Azid (10 µM), Markierungspuffer
Waschen:
BSA (1%) in PBS-T (2-mal)
SDS (0.5%) in H2O (2-mal)
BSA (1%) in PBS-T (4-mal)
Hochsalzpuffer (3-mal)
SDS (0.5%) in H2O (2-mal)
H2O (1-mal)
BSA (1%) in PBS-T (2-mal)
Synthetic Block in PBS-T (3-mal)
Hochsalzpuffer (3-mal)
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3.3 Cofaktorbindung
In diesem Kapitel wird eine Methode vorgestellt, mit der Cofaktorbindungsstudien ver-
schiedener MTasen durchgeführt werden können. Dazu wird das Prinzip der Fluoreszenzti-
trationen verwendet, das auf der unterschiedlichen Intensität eines Fluorophors in Abhän-
gigkeit von der Polarität seiner Umgebung beruht. So werden Cofaktoranaloga verwendet,
die mit dem MANT-Fluorophor versehen sind (Abb. 3.30). Sie weisen eine unterschiedli-
che Fluoreszenzintensität auf, je nachdem ob sie sich in der hydrophoben Bindungstasche
eines Enzyms oder frei in Lösung befinden. In einer Direkttitration (Abb. 3.29 a) wird
schrittweise ein Enzym zu einem MANT-Cofaktoranalogon gegeben. Aus der resultieren-
den Änderung der Fluoreszenzintensität kann die Dissoziationskonstante KD berechnet
werden. Diese beschreibt die Affinität des MANT-Cofaktoranalogons zum Enzym, wobei
ein kleiner KD-Wert einer starken Bindung entspricht. Die Dissoziationskonstante ist eine
Gleichgewichtskonstante und leitet sich aus dem Massenwirkungsgesetz ab. (Details zur
Berechnung siehe Anhang.)
Das eigentliche Ziel der Fluoreszenztitrationen ist die Bestimmung von Dissoziations-
konstanten nicht fluoreszierender Cofaktoren wie AdoMet (1), AdoHcy (2) und SeAdo-
Propin (7). Dies erfolgt über Verdrängungstitrationen (Abb. 3.29 b), in denen ein MANT-
Cofaktoranalogon als Fluoreszenzsonde eingesetzt wird. Durch Zugabe eines nicht fluores-
zierenden Cofaktors zu einem Komplex aus MANT-Cofaktoranalogon und Enzym, wird
das MANT-Cofaktoranalogon aus dem Komplex verdrängt. Die Freisetzung des Fluo-
rophors führt zu einer Abnahme der Intensität. Bei bekanntem KD-Wert des MANT-
Cofaktoranalogons kann damit auch der KD-Wert des nicht fluoreszierenden Cofaktors
berechnet werden (Details siehe Anhang). Vorteilhaft für Verdrängungstitrationen ist eine
a
+
b
Nicht fluoreszierender Cofaktor (oder Analogon)
Cofaktoranalogon zeigt starke Fluoreszenz
Cofaktoranalogon zeigt schwache Fluoreszenz
MTase
Abbildung 3.29: Schema der Titrationen. a: Direkttitration zur Bestimmung der Disso-
ziationskonstanten fluoreszierender Cofaktoranaloga mit MTasen. Die Fluoreszenzintensität
steigt durch Binden des Fluorophors an das Enzym. b: Verdrängungstitration zur Bestim-
mung der Dissoziationskonstanten nicht fluoreszierender Cofaktoren und Analoga mit MTa-
sen. Die Fluoreszenzintensität sinkt durch Verdrängung des Fluorophors aus dem Enzym.
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Affinität zur Fluoreszenzsonde, die groß genug ist, um eine deutliche Änderung der Fluo-
reszenzintensität beobachten zu können, jedoch kleiner als die des nicht fluoreszierenden
Cofaktors, damit dieser die Sonde effizient verdrängen kann. Zudem müssen Fluoreszenz-
sonde und Cofaktor dieselbe Bindungstasche nutzen.
3.3.1 Direkttitrationen
Es werden zwei Gruppen von MANT-Cofaktoranaloga eingesetzt. Die eine Gruppe basiert
auf Adenosin (Abb. 3.30 a), die andere auf dem natürlichen Cofaktorprodukt der MTasen
AdoHcy (2) (Abb. 3.30 b). Die Adenosin-Derivate 6-MANT-Ado (19), 7-MANT-Ado (20)
und 8-MANT-Ado (21) sowie das AdoHcy-Derivat N -MANT-AdoHcy (22) wurden be-
reits erfolgreich als Fluoreszenzsonde mit der DNA-MTase M.TaqI eingesetzt.98,101 In
dieser Arbeit werden zusätzlich die beiden AdoHcy-Analoga O-MANT-AdoHcy (23) und
6-MANT-AdoHcy (24) vorgestellt. Alle sechs Fluoreszenzsonden werden mit der DNA-
MTase M.TaqI, der Protein-MTase Set7/9WT sowie deren Variante Set7/9Y305L und
der Kleinmolekül-MTase NovO titriert, wobei AdoMet-freie Enzyme eingesetzt werden.
Die in den folgenden Kapiteln gezeigten Direkttitrationen und die Spektren dazu sind auf
einen Startwert (0 µM MTase, λEm =440 nm) von 1 normiert. Im Anhang befinden sich
nicht normierte Spektren.
Über die Affinität der verschiedenen MANT-Cofaktoranaloga können Rückschlüsse dar-
auf gezogen werden, welche Teile des AdoHcy- bzw. Adenosin-Grundgerüsts in welchem
Umfang an der Bindung zum Enzym beteiligt sind. Die Direkttitrationen dienen also
nicht nur als Vorstufe zur Analyse nicht fluoreszierender Cofaktoren. Durch den Einsatz
verschiedener MANT-Cofaktoranaloga können strukturelle Unterschiede der Cofaktorbin-
dung verschiedener MTasen analysiert werden.
3.3.1.1 Synthese O-MANT-AdoHcy (23)
Die Synthese des MANT-Cofaktoranalogons O-MANT-AdoHcy (23) erfolgt in drei Stu-
fen, ausgehend von AdoHcy (2) (siehe Abb. 3.31). Da die MANT-Gruppe an die Alko-
holfunktionen des Adenosins binden soll, wird zuerst die Aminfunktion der Homocystein-
seitenkette mit einer Boc-Gruppe geschützt. Anschließend wird MANT-Anhydrid (29)
in äquimolaren Mengen zugegeben, wodurch hauptsächlich die monosubstituierten Pro-
dukte erhalten werden. Für diese Reaktion ist ein pH-Wert zwischen 8 und 9 notwen-
dig. Das Produkt 26 wird mittels rp-HPLC gereinigt. Die Schutzgruppe wird im Sauren
entfernt und das Produkt 23 im Vakuum isoliert. Man erhält sowohl das 2’-O-MANT-
AdoHcy als auch das 3’-O-MANT-AdoHcy. Diese lassen sich durch rp-HPLC trennen,
51
3 Ergebnisse und Diskussion
N
NN
N
HN
O
OHOH
S
H2N
H
N
O HN
COOH
N
NN
N
NH2
O
S
COOHH2N
OH O
N
NN
N
O
OHOH
S
H
N COOH
NH2
ONH
6-MANT-AdoHcy (24)
N-MANT-AdoHcy (22)
N
NN
N
HN
O
OHOH
H
N
O HN
HO
N
N N
NH2
O
OHOH
HO
NH
O
HN
N
N N
N
NH2
O
OHOH
HO
NH
HN
O
HN
6-MANT-Ado (19)
7-MANT-Ado (20) 8-MANT-Ado (21)
b
a
O
H
N
O-MANT-AdoHcy (23)
-
Abbildung 3.30: Verwendete MANT-Cofaktoranaloga auf Basis von Adenosin (a) und
AdoHcy (b).
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isomerisieren aber wieder zurück. Es wird daher mit dem Gemisch gearbeitet, das aus ca.
1
3
2’-O-MANT-AdoHcy und 2
3
3’-O-MANT-AdoHcy besteht.
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Abbildung 3.31: Synthese von O-MANT-AdoHcy (23). Reaktionsbedingungen:
a: (Boc)2O, DMSO, TEA, 1.5 h, RT; b: MANT-Anhydrid (29), DMA, NaOH, pH 8-9, 2 h,
50 °C; c: TFA, DCM, 5min, RT.
3.3.1.2 Synthese 6-MANT-AdoHcy (24)
Für die Synthese von 6-MANT-AdoHcy (24) wird als Ausgangssubstanz das dreifach
geschützte AdoHcy-Analogon 27 mit Aminlinker an der 6-Position des Adenins einge-
setzt (siehe Abb. 3.32). Dieses wird bei pH 9 mit MANT-Anhydrid (29) unter Pep-
tidbindungsknüpfung umgesetzt. Anschließend erfolgt in situ die Abspaltung der tert-
Butyl-Schutzgruppe durch Hydrolyse bei pH >14. Das erhaltene Produkt 28 wird durch
rp-HPLC isoliert. Die beiden übrigen Schutzgruppen werden im Sauren entfernt. Die
Substanz 28 ist in allen gängigen Lösungsmitteln sehr schlecht löslich. Es kommen nur
Methanol und DMSO in Frage, wobei in Methanol der Methylester entsteht. Die Abspal-
tung der Schutzgruppen erfolgt daher in DMSO. Die Isopropylidengruppe wird schnell
abgespalten, wohingegen das Entfernen der Boc-Schutzgruppe 14 d dauert. Grund dafür
ist vermutlich die schlechte Löslichkeit.
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Abbildung 3.32: Synthese von 6-MANT-AdoHcy (24). Reaktionsbedingungen: a: MANT-
Anhydrid (29), DMA, NaOH, pH 9, 1.5 h, 55 °C; b: DMA, NaOH, pH > 14, 3 h, 55 °C;
c: DMSO, konz. HCl, 14 d, RT.
3.3.1.3 Direkttitrationen mit M.TaqI
Titrationen mit M.TaqI und MANT-Cofaktoranaloga wurden bereits in vorherigen Arbei-
ten durchgeführt.98,101 Im Unterschied zu diesen wird hier zur Stabilisierung des Enzyms
das nicht fluoreszierende Triton X-100 reduced (0.03%) statt dem Triton X-100 (0.01%)
eingesetzt. Die Anregung erfolgt bei der Exzitationswellenlänge des MANT-Fluorophors
λEx =360 nm, die Emissionswellenlänge beträgt λEm =440 nm. M.TaqI zeigt bei diesen
Wellenlänge ebenfalls eine geringe Fluoreszenz. Daher werden zusätzlich Titrationen oh-
ne MANT-Cofaktoranaloga durchgeführt, die als Hintergrund von den ermittelten Daten
der eigentlichen Titrationen abgezogen werden. Das erfolgte in den vorherigen Arbeiten
nicht. Alle hier durchgeführten Direkttitrationen mit M.TaqI sind in Abb. 3.33 dargestellt.
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Abbildung 3.33: Direkttitrationen zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten von
M.TaqI mit MANT-Cofaktoranaloga. Die gestrichelten Linien stellen den Kurvenfit an die
gemessenen Datenpunkte (Rauten) dar. *N -MANT-AdoHcy (22) wurde mit Triton X-100
(0.01%) statt mit Triton X-100 reduced (0.03%) titriert.
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F90
E71
E71
I72
V21
N105
Y108
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N105
Abbildung 3.34: Ausschnitt der Kristallstruktur von M.TaqI (grün) mit AdoHcy (2) (hell-
blau: C, rot: O, dunkelblau: N, gelb: S).40 Die rot gestrichelten Linien zeigen Wasserstoff-
brückenbindungen der MTase zu AdoHcy (2).
Die OH-Gruppen der Ribose von AdoHcy (2) sind in der Kristallstruktur von M.TaqI
im Komplex mit AdoHcy (2) durch insgesamt drei Wasserstoffbrücken an das Enzym ge-
bunden (Abb. 3.34).40 O-MANT-AdoHcy (23), dessen OH-Gruppen durch den MANT-
Fluorophor blockiert sind, bindet daher schlecht (Tab. 3.3). Das zeigt sich in der schwachen
Krümmung der Titrationskurve und einem hohen KD von 9.9 µM. N -MANT-AdoHcy (22)
weist ebenfalls einen hohen KD-Wert auf. Über eine Titration bis 80 µM M.TaqI wurde ein
KD von 20 µM ermittelt (Daten nicht gezeigt). Die Aminfunktion der Aminosäureseiten-
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kette von AdoHcy (2) ist ebenfalls durch drei Wasserstoffbrückenbindungen im Enzym
fixiert, was die schlechte Bindung von N -MANT-AdoHcy (22) erklärt. Der Methionin-
rest von AdoMet (1) und der Homocysteinrest von AdoHcy (2) sind in M.TaqI unter-
schiedlich positioniert40 (siehe Abb. 3.45 b) und somit sehr flexibel. Wie wichtig dennoch
die Bindung des Aminosäureteils im Enzym ist, kann ein Vergleich zwischen 6-MANT-
AdoHcy (24) und 6-MANT-Ado (19) klären. Diese Moleküle sind bis auf die fehlenden
Aminosäureseitenkette in 6-MANT-Ado (19) nahezu identisch. Die Titrationen zeigen ei-
ne ausgesprochen gute Bindung von 6-MANT-AdoHcy (24) mit einem KD von 0.06 µM.
Der KD von 6-MANT-Ado (19) liegt mit 1.04 µM deutlich darüber. Die Bindung der
Aminosäureseitenkette ist demnach von Vorteil, aber nicht zwingend notwendig für die
Erkennung der Cofaktoren. Die Aminogruppe des Adenins (Position 6) weist eine Was-
serstoffbrückenbindung zum Enzym auf. Das andere Wasserstoffatom geht dagegen keine
Wechselwirkung mit M.TaqI ein, sodass eine Monosubstitution, wie sie am 6-MANT-
Ado (19) und 6-MANT-AdoHcy (24) vorliegt, die Bindung nicht stört. Die anderen
MANT-Cofaktoranaloga auf Adenosinbasis liegen mit 0.82 µM für 7-MANT-Ado (20) und
2.36 µM für 8-MANT-Ado (21) in einer ähnlichen Größenordnung wie 6-MANT-Ado (19).
Für die 7- und die 8-Position des Adenins sind keine Bindungen zum Enzym zu erkennen40
und sie zeigen in Richtung Lösungsmittel. Der MANT-Fluorophor stört daher an diesen
Positionen ebenfalls nicht.
Die Fluoreszenzsonde für Verdrängungstitrationen sollte eine große Fluoreszenzände-
rung und einen kleinen KD-Wert aufweisen. Die Affinität von 6-MANT-AdoHcy (24) zu
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Abbildung 3.35: Fluoreszenzspektren der Sonden 7-MANT-Ado (20) bzw. 6-MANT-
AdoHcy (24) (beide 1 µM), jeweils vor der Titration (schwarz), nach der Titration mit
10 µM MTase (blau) und nach Zugabe von 1mM AdoMet (1) zur Verdrängung der Fluores-
zenzsonde (rot).
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M.TaqI ist jedoch so hoch, dass eine Verdrängung mit den nicht fluoreszierenden Co-
faktoren nur schwer möglich ist. Das wird in den Spektren in Abb. 3.35 deutlich. Die
Verdrängung mit AdoMet (1) ist bei der Titration mit 7-MANT-Ado (20) fast vollstän-
dig. 6-MANT-AdoHcy (24) wird dagegen nur teilweise und sehr langsam verdrängt. Daher
wird 7-MANT-Ado (20) als Fluoreszenzsonde für die Verdrängungstitrationen in Kapi-
tel 3.3.2 verwendet. Die ermittelten Dissoziationskonstanten sind in Tab. 3.3 zusammen-
gefasst.
Tabelle 3.3: KD-Werte von M.TaqI mit MANT-Cofaktoranaloga sowie der jeweilige Ge-
samtanstieg der Fluoreszenzintensität ∆F bis 10 µMMTase. Die angegebenen Fehler ergeben
sich durch die Standardabweichung aus der Kurvenanpassung.
M.TaqI
KD /µM ∆F /%
6-MANT-Ado (19) 1.04 ± 0.04 119
7-MANT-Ado (20) 0.82 ± 0.03 89
8-MANT-Ado (21) 2.4 ± 0.3 131
N -MANT-AdoHcy (22) 20.0 ± 2.3* 16
O-MANT-AdoHcy (23) 9.9 ± 4.2 7
6-MANT-AdoHcy (24) 0.059± 0.017 109
*KD-Wert berechnet aus Titration bis 80 µM MTase.
3.3.1.4 Direkttitrationen mit Set7/9WT und Set7/9Y305L
Die Titrationen mit Set7/9 erfolgen analog zu denen mit M.TaqI (Kapitel 3.3.1.3). Anders
als dort gibt es für Set7/9WT nur ein MANT-Cofaktoranalogon, O-MANT-AdoHcy (23),
das eine steile Bindungskurve aufweist (Abb. 3.36, oben). Das lässt vermuten, dass der
natürliche Cofaktor beinahe vollständig von der Bindungstasche umschlossen ist. Tat-
sächlich weisen Kristallstrukturen von AdoMet (1) und AdoHcy (2) in Set7/9WT für die
6- und 7-Position des Adenins sowie für die Aminfunktion des Methionins Wasserstoff-
brückenbindungen auf (Abb. 3.37). Zudem zeigt die 8-Position des Adenins in Richtung
Enzym.97,102 Von den MANT-Positionen sind somit nur die OH-Gruppen der Ribose frei
und zeigen in Richtung Lösungsmittel. Der KD-Wert von O-MANT-AdoHcy (23) ist mit
3.6 µM recht klein im Vergleich zu 28 µM von 6-MANT-AdoHcy (24) (Tab. 3.4). Die Ti-
trationskurven der übrigen MANT-Cofaktoranaloga sind so flach, dass eine Berechnung
der KD-Werte sehr fehlerbehaftet ist.
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Abbildung 3.36: Direkttitrationen zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten von
Set7/9WT (oben) bzw. Set7/9WT (unten) mit MANT-Cofaktoranaloga. Die gestrichelten
Linien stellen den Kurvenfit an die gemessenen Datenpunkte (Rauten) dar.
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Abbildung 3.37: Ausschnitt der Kristallstruktur von Set7/9 (grün) mit AdoHcy (2) (hell-
blau: C, rot: O, dunkelblau: N, gelb: S).97 Die rot gestrichelten Linien zeigen Wasserstoff-
brückenbindungen der MTase zu AdoHcy (2).
Durch die Analyse der Bindungseigenschaften der Variante Set7/9Y305L soll der Ein-
fluss der Aminosäure an Position 305 der MTase auf die Cofaktorbindung ermittelt wer-
den. Wie bei den Titrationen mit dem WT zeigt nur O-MANT-AdoHcy (23) einen steilen
Kurvenverlauf (Abb. 3.36, unten). Der KD-Wert der Variante mit O-MANT-AdoHcy (23)
liegt mit 8.4 µM leicht über dem des WT (Tab. 3.4). Ein direkter Einfluss der Aminosäure
305 ist durch die große Distanz zu den OH-Gruppen des Cofaktors allerdings sehr unwahr-
scheinlich. Die Titrationskurven der anderen MANT-Cofaktoranaloga sind so flach, dass
nur der KD-Wert des N -MANT-AdoHcy (22) berechnet werden kann. Dieser liegt mit
7.7 µM sehr nahe an dem des O-MANT-AdoHcy (23), obwohl sich die Titrationskurven
auf den ersten Blick deutlich unterscheiden. Der Gesamtanstieg der Fluoreszenzintensität
bis 10 µM MTase liegt für O-MANT-AdoHcy (23) bei 86%, für N -MANT-AdoHcy (22)
lediglich bei 5%. Wie in Abb. 3.38 zu sehen ist, weisen die beiden Kurven jedoch ei-
ne ähnliche Krümmung auf, die ausschlaggebend für den KD-Wert ist. Bei einem großen
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Abbildung 3.38: Vergleich der Titrationskurven von O-MANT-AdoHcy (23) und
N -MANT-AdoHcy (22) (beide 1 µM). Die Linien stellen den Kurvenfit an die gemessenen
Datenpunkte (Rauten) dar.
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Fluoreszenzanstieg sind die relativen Fehler kleiner (siehe Abb. 3.38 und Tab. 3.4). Da-
her wird O-MANT-AdoHcy (23) sowohl für Set7/9WT, als auch für Set7/9Y305L als
Fluoreszenzsonde für die Verdrängungstitrationen in Kapitel 3.3.2 verwendet.
Zur genauen Bestimmung der KD-Werte werden die Titrationen von O-MANT-
AdoHcy (23) mit Set7/9WT und Set7/9Y305L jeweils bis 50 µM MTase durchgeführt
(Abb. 3.39). Die Spektren vor und nach der Titration sowie nach Verdrängung der Fluo-
reszenzsonde mit AdoMet (1) sind in Abb. 3.40 dargestellt. Alle ermittelten Dissoziati-
onskonstanten mit Set7/9WT und Set7/9Y305L sind in Tab. 3.4 zusammengefasst.
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Abbildung 3.39: Direkttitrationen von O-MANT-AdoHcy (23) (1 µM) mit Set7/9WT
bzw. Set7/9Y305L, jeweils bis 50 µM MTase zur genaueren Bestimmung der KD-Werte. Die
Linien stellen den Kurvenfit an die gemessenen Datenpunkte (Rauten) dar.
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Abbildung 3.40: Fluoreszenzspektren der Sonde O-MANT-AdoHcy (23) (1 µM) mit
Set7/9WT bzw. Set7/9Y305L, jeweils vor der Titration (schwarz), nach der Titration mit
50 µM MTase (blau) und nach Zugabe von 1mM AdoMet (1) zur Verdrängung der Fluores-
zenzsonde (rot).
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Tabelle 3.4: KD-Werte von Set7/9WT bzw. Set7/9Y305L mit MANT-Cofaktoranaloga
sowie der jeweilige Gesamtanstieg der Fluoreszenzintensität ∆F bis 10 µM MTase. Die an-
gegebenen Fehler ergeben sich durch die Standardabweichung aus der Kurvenanpassung.
Set7/9WT Set7/9Y305L
KD /µM ∆F /% KD /µM ∆F /%
6-MANT-Ado (19) n.b.* n.b.*
7-MANT-Ado (20) n.b.* n.b.*
8-MANT-Ado (21) n.b.* n.b.*
N -MANT-AdoHcy (22) n.b.* 8 ± 4 5
O-MANT-AdoHcy (23) 3.61± 0.13** 115 8.4± 0.3** 86
6-MANT-AdoHcy (24) 28 ± 7 17 n.b.*
n.b. = nicht bestimmt
*Berechnete Fehler sind größer als Werte.
**KD-Werte berechnet aus Titrationen bis 50 µM MTase.
3.3.1.5 Direkttitrationen mit NovO
Analog zu den bisher beschriebenen Titrationen werden für die Kleinmolekül-MTase
NovO die Bindungsaffinitäten zu den fluoreszierenden Cofaktoranaloga ermittelt, wo-
bei aufgrund der insgesamt großen KD-Werte (siehe Tab. 3.5) bis 48 µM titriert wurde
(Abb. 3.41). Eine Kristallstruktur von NovO wurde bislang nicht bestimmt. Jedoch weist
die Cofaktorbindungstasche Ähnlichkeiten zu der von NovP auf,103 von der eine Kristall-
struktur vorliegt (Abb. 3.42).104 Im Folgenden soll anhand der Dissoziationskonstanten
der MANT-Cofaktoranaloga diskutiert werden, inwieweit die Bindung von AdoHcy (2)
in NovP mit der in NovO übereinstimmt. Die beschriebenen KD-Werte beziehen sich da-
bei immer auf NovO, während die Strukturbeschreibungen der Kristallstruktur von NovP
entnommen sind.
NovP weist eine sehr enge Bindungstasche auf, in der der Cofaktor nahezu vollständig
vom Enzym umschlossen ist. Nur durch Öffnung eines flexiblen Deckels („lid“) kann ein
Austausch des Cofaktors stattfinden. Zudem weist AdoHcy (2) außer an der 8-Position
des Adenosins an allen für die MANT-Cofaktoranaloga relevanten Positionen Wasserstoff-
brückenbindungen zu NovP auf. Dies entspricht den insgesamt sehr hohen KD-Werten der
MANT-Cofaktoranaloga (Tab. 3.5). Obwohl keine Wasserstoffbrückenbindungen an der
8-Position von AdoHcy (2) vorhanden sind, ist der KD-Wert von 8-MANT-Ado (21) mit
56 µM sehr hoch, da in der engen Bindungstasche kein Platz für die MANT-Gruppe an
der 8-Position ist. Auch 7-MANT-Ado (20) weist einen sehr hohen KD-Wert von 74 µM
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Abbildung 3.41: Direkttitrationen zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten von NovO
mit MANT-Cofaktoranaloga. Die gestrichelten Linien stellen den Kurvenfit an die gemes-
senen Datenpunkte (Rauten) dar. Alle Titrationen wurden von Dr. Martin Tengg durchge-
führt.
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Abbildung 3.42: Ausschnitt der Kristallstruktur von NovO (grün) mit AdoHcy (2) (hell-
blau: C, rot: O, dunkelblau: N, gelb: S).104 Die rot gestrichelten Linien zeigen Wasserstoff-
brückenbindungen der MTase zu AdoHcy (2). Die kleine Öffnung der Cofaktorbindungsta-
sche zum Lösungsmittel befindet sich in dieser Darstellung im Bildhintergrund.
auf. Die Titration von 6-MANT-Ado (19) ist so flach, dass kein KD-Wert bestimmt wer-
den kann. Etwas besser binden die MANT-Cofaktoranaloga auf Basis von AdoHcy (2).
Die Bindung der Homocysteinseitenkette ist demnach wichtig für die Cofaktorbindung.
Aber auch die MANT-AdoHcy-Analoga binden mit KD-Werten von 37 µM für O-MANT-
AdoHcy (23), 17 µM für N -MANT-AdoHcy (22) und 12 µM für 6-MANT-AdoHcy (24)
sehr schlecht, was mit der Vielzahl an Wasserstoffbrückenbindungen übereinstimmt, die
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in der Struktur von NovP ermittelt wurden.
Insgesamt stimmt das Bild, das sich für die Cofaktorbindung von NovO aus den Dis-
soziationskonstanten schließen lässt, sehr gut mit der Struktur von NovP überein. Eine
Ähnlichkeit der Bindungstasche kann daher bestätigt werden. Für die Verdrängungstitra-
tionen in Kapitel 3.3.2 wird N -MANT-AdoHcy (22) verwendet, da es einen vergleichs-
weise kleinen KD-Wert und eine große Fluoreszenzänderung aufweist. Spektren vor und
nach der Titration sowie nach Verdrängung der Fluoreszenzsonde mit AdoMet (1) sind
in Abb. 3.43 dargestellt.
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Abbildung 3.43: Fluoreszenzspektren der Sonde N -MANT-AdoHcy (22) (2 µM) mit
NovO, jeweils vor der Titration (schwarz), nach der Titration mit 48 µM MTase (blau)
und nach Zugabe von 2mM AdoMet (1) zur Verdrängung der Fluoreszenzsonde (rot).
Tabelle 3.5: KD-Werte von NovO mit MANT-Cofaktoranaloga sowie der jeweilige Gesamt-
anstieg der Fluoreszenzintensität ∆F bis 48 µM MTase. Die angegebenen Fehler ergeben
sich durch die Standardabweichung aus der Kurvenanpassung. Alle Titrationen wurden von
Dr. Martin Tengg durchgeführt.
NovO
KD /µM ∆F /%
6-MANT-Ado (19) n.b.*
7-MANT-Ado (20) 74± 9 46
8-MANT-Ado (21) 56± 10 74
N -MANT-AdoHcy (22) 17± 2 62
O-MANT-AdoHcy (23) 37± 5 89
6-MANT-AdoHcy (24) 12± 3 26
n.b.= nicht bestimmt
*Berechneter Fehler ist größer als Wert.
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3.3.2 Verdrängungstitrationen
In diesem Kapitel werden die Bindungsaffinitäten der DNA-MTase M.TaqI, der Protein-
MTase Set7/9 sowie der Kleinmolekül-MTase NovO jeweils zu AdoMet (1) und AdoHcy (2)
analysiert, wobei AdoMet-freie Enzyme eingesetzt werden. Zusätzlich werden die Affini-
täten der Variante Set7/9Y305L (ebenfalls AdoMet-frei) zu AdoMet (1) und AdoHcy (2)
mit denen des WTs verglichen sowie Set7/9WT und Set7/9Y305L mit dem Cofaktorana-
logon SeAdoPropin (7) titriert.
3.3.2.1 Verdrängungstitrationen von M.TaqI, Set7/9WT und NovO mit AdoMet (1) und
AdoHcy (2)
Die Verdrängungstitrationen von M.TaqI, Set7/9WT und NovO mit AdoMet (1) und
AdoHcy (2) sind in Abb. 3.44 dargestellt. Die Titrationskurven mit M.TaqI sehen sehr
ähnlich aus (Abb. 3.44 a). Tatsächlich sind die KD-Werte mit 2.7 µM für AdoMet (1) und
2.3 µM für AdoHcy (2) fast gleich. Die Titrationen von AdoMet (1) und AdoHcy (2) mit
Set7/9WT (Abb. 3.44 b) bzw. mit NovO (Abb. 3.44 c) dagegen unterscheiden sich deut-
lich. Set7/9WT bindet AdoMet (1) mit einem KD-Wert von 0.071 µM sehr stark, während
die Affinität zu AdoHcy (2) mit einem KD-Wert von 6.5 µM etwa 100-mal geringer ist.
Die Affinitäten zu NovO liegen noch weiter auseinander, allerdings genau entgegengesetzt.
NovO bindet AdoMet (1) mit einem KD-Wert von 48 µM und AdoHcy (2) mit einem KD-
Wert von unter 0.01 µM. Alle KD-Werte sind mit Angabe der Fehler in Tab. 3.6 (am Ende
des Kapitels 3.3.2) zusammengefasst.
Einen Erklärungsansatz für die unterschiedlichen Affinitäten von Set7/9WT zu
AdoMet (1) und AdoHcy (2) bietet Couture et al.105 Sie stellten fest, dass die Me-
thylgruppe von AdoMet (1) über drei CH-O-Wasserstoffbrücken an Set7/9 bindet (siehe
Abb. 3.45 a). Da AdoHcy (2) die Methylgruppe fehlt, kann es diese Bindungen nicht
ausbilden. Ansonsten ist AdoHcy (2) aber sehr ähnlich wie AdoMet (1) in der Bindungs-
tasche von Set7/9 positioniert. Dass die fehlenden CH-O-Brücken der Grund für die un-
terschiedlichen KD-Werte sind, belegt Horowitz et al.96 anhand der Variante Y335F. Da
die OH-Gruppe von Tyrosin (Y) am Phenylalanin (F) fehlt, fällt eine der CH-O-Brücken
zur Methylgruppe von AdoMet (1) weg. Dies hat eine deutliche Abnahme der Bindungs-
affinität von AdoMet (1), und damit eine Annäherung der Dissoziationskonstanten von
AdoMet (1) und AdoHcy (2) mit der Variante Y335F, zur Folge. Zudem beschreiben Kwon
et al.106 eine Bindung des Sulfoniumzentrums von AdoMet (1) zum δ-Amin eines Aspa-
ragins (N265). Neben den beschriebenen Bindungen zu AdoMet (1), die zu AdoHcy (2)
nicht ausgebildet werden können, trägt die negativ geladene Cofaktorbindungstasche von
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Abbildung 3.44: Verdrängungstitrationen von M.TaqI (a), Set7/9WT (b) und NovO (c)
jeweils mit AdoMet (1) und AdoHcy (2). Die Linien stellen den Kurvenfit an die gemessenen
Datenpunkte (Rauten, Quadrate) dar. Die Titrationen sind auf die relative Fluoreszenzin-
tensität der Direkttitration mit der jeweiligen Fluoreszenzsonde (7-MANT-Ado (20) (1 µM)
für M.TaqI, O-MANT-AdoHcy (23) (1 µM) für Set7/9 und N -MANT-AdoHcy (22) (2 µM)
für NovO) bei den hier eingesetzten 5 µM M.TaqI, 10 µM Set7/9 bzw. 32 µM NovO normiert.
Die Titrationen mit NovO wurden von Dr. Martin Tengg durchgeführt.
Set7/9 zur bevorzugten Bindung des positiv geladenen AdoMet (1) gegenüber dem neu-
tralen AdoHcy (2) bei.
Auch die Bindungstasche von M.TaqI enthält viele negativ geladene Aminosäuren.40
Dennoch binden AdoMet (1) und AdoHcy (2) etwa gleich gut. Schluckebier et al.40 haben
die binären Komplexe der Cofaktoren mit M.TaqI analysiert und dabei für AdoMet (1)
acht und für AdoHcy (2) elf Wasserstoffbrückenbindungen gefunden. Die Unterschiede
sind durch unterschiedliche Positionierung der Aminosäureseitenketten von AdoMet (1)
und AdoHcy (2) in der Bindungstasche zu erklären (siehe Abb. 3.45 b). Wie bei Set7/9 gibt
es auch bei M.TaqI zusätzlich CH-O-Wasserstoffbrückenbindungen zur Methylgruppe von
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Abbildung 3.45: Ausschnitte der Kristallstrukturen von Set7/997,106 (a), M.TaqI40 (b) und
NovP104 (c) mit AdoMet (1) bzw. AdoHcy (2) (grün: MTasen; hellblau: C-Atome der Cofak-
toren; dunkelblau: N-Atome, rot: O-Atome der hervorgehobenen Aminosäuren, sowie der Co-
faktoren). a: Die rot gestrichelten Linien zeigen die CH-O-Wasserstoffbrückenbindungen105
zur Methylgruppe von AdoMet (1). b: Die rot gestrichelten Linien zeigen konventionelle Was-
serstoffbrückenbindungen40 sowie eine CH-O-Wasserstoffbrückenbindung zur Methylgruppe
von AdoMet (1)107. c: Hervorgehoben sind die Asparaginsäuren (D), die an dem postulierten
metallkatalysierten Mechanismus der Methylgruppenübertragung beteiligt sind.104
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AdoMet (1).107 Sie stabilisieren den Übergangszustand der Methylgruppenübertragung
durch Wechselwirkung der α-Carbonylfunktionen von Valin 21 (V21) und Asparagin 105
(N105). Wie links in Abb. 3.45 b gezeigt, ist im Ausgangszustand, also bei der Bindung
von AdoMet (1), die Carbonylfunktion von V21 zunächst in die entgegengesetzte Richtung
gedreht. Die von N105 hingegen befindet sich in einem Abstand, der eine CH-O-Bindung
zur Methylgruppe zulässt (3.0Å). Insgesamt bildet M.TaqI also neun Wasserstoffbrücken-
bindungen zu AdoMet (1) aus und damit immer noch zwei weniger als zu AdoHcy (2).
Hiernach scheint die Bindung von AdoHcy (2) gegenüber AdoMet (1) begünstigt zu sein.
Insgesamt gleichen sich die beschriebenen Effekte der negativen Bindungstasche und der
Anzahl der Wasserstoffbrückenbindungen offensichtlich aus, sodass es zu ähnlichen Bin-
dungsaffinitäten von M.TaqI gegenüber AdoMet (1) und AdoHcy (2) kommt.
Aufgrund einer fehlenden Kristallstruktur von NovO werden die Bindungseigenschaf-
ten von NovO gegenüber AdoMet (1) und AdoHcy (2) anhand der Struktur von NovP
analysiert. Deren Cofaktorbindungstasche weist Ähnlichkeiten zu der von NovO auf (sie-
he Kapitel 3.3.1.5).103 Der ausgesprochen kleine KD-Wert von AdoHcy (2) mit NovO
erklärt sich durch die enge Bindungstasche, in der der Cofaktor nahezu vollständig vom
Enzym umschlossen ist. Zudem bildet NovO vermutlich viele Wasserstoffbrückenbindun-
gen zu AdoHcy (2) aus (für NovP existieren insgesamt 13 Wasserstoffbrückenbindungen,
siehe Abb. 3.42). Eine Struktur mit AdoMet (1) liegt auch für NovP nicht vor. In direk-
ter Nähe zum Schwefel von AdoHcy (2) befinden sich in NovP vier Carbonylfunktionen
(Abb. 3.45 c). Für die Methylierungsreaktion von NovP wird ein Mechanismus vorgeschla-
gen, bei dem drei der Carbonylfunktionen ein zweiwertiges Metall binden (D196, D233
und D224). Die vierte Aminosäure (D198) ist für die Deprotonierung der 4-OH-Gruppe
des Noviosezuckers von Novobiocin zuständig.104 Dagegen katalysiert NovO die Friedel-
Crafts-Alkylierung von 7-Hydroxycoumarinen (unter anderem ebenfalls eine Vorstufe von
Novobiocin) an der benachbarten 8-Position ohne direkte Beteiligung von Metallionen.
Somit scheint die Struktur von NovP nicht geeignet zu sein, um die schlechte Bindung
von AdoMet (1) im Vergleich zu AdoHcy (2) zu erklären.
3.3.2.2 Verdrängungstitrationen mit Set7/9Y305L
Die Verdrängungstitrationen der Variante Set7/9Y305L mit AdoMet (1) und AdoHcy (2)
sind in Abb. 3.46 dargestellt. Die KD-Werte 0.17 µM für AdoMet (1) und 19.3 µM für
AdoHcy (2) liegen beide etwas höher als mit dem WT (siehe Tab. 3.6). Die Aminosäu-
re Y305 im WT bildet keine direkten Wasserstoffbrückenbindungen zu den Cofaktoren
aus, ist aber über ein Wassermolekül und eine weitere Aminosäure, die van-der-Waals-
67
3 Ergebnisse und Diskussion
Wechselwirkungen mit den Cofaktoren ausübt, indirekt an der Bindung der Cofaktoren
beteiligt.95 In der Variante Y305L fällt die Alkoholfunktion des Tyrosins, und damit die
Bindung zu dem Wassermolekül, weg. Scheinbar reicht dies aus, um beide Bindungsaf-
finitäten etwas herabzusetzen. Wie beim WT ist auch mit der Variante die Bindung zu
AdoMet (1) ca. 100-mal stärker als zu AdoHcy (2).
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Abbildung 3.46: Verdrängungstitrationen zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten von
Set7/9Y305L mit AdoMet (1) bzw. AdoHcy (2). Die Linien stellen den Kurvenfit an die
gemessenen Datenpunkte (Rauten, Quadrate) dar. Die Titrationen sind auf die relative
Fluoreszenzintensität der Direkttitration mit der Fluoreszenzsonde O-MANT-AdoHcy (23)
(1 µM) bei den hier eingesetzten 10 µM Set7/9Y305L normiert.
3.3.2.3 Verdrängungstitrationen mit SeAdoPropin (7)
Für Set7/9WT und Set7/9Y305L werden die Dissoziationskonstanten zum Cofaktorana-
logon SeAdoPropin (7) bestimmt (Abb. 3.47). Die MTasen weisen KD-Werte von 0.24 µM
für Set7/9WT und 1.19 µM für Set7/9Y305L auf (Tab. 3.6). SeAdoPropin (7) bindet da-
mit etwas besser an den WT, obwohl zu erwarten wäre, dass die Variante mehr Platz für
die erweiterte Seitenkette des Cofaktoranalogons bietet (siehe Kapitel 3.1.1.1). Die hier
bestimmten Dissoziationskonstanten beschreiben Bindungsaffinitäten der binären Kom-
plexe. Offensichtlich ist in einem Komplex aus MTase und Cofaktor auch im WT genug
Platz für die Seitenkette von SeAdoPropin (7). Bindet aber gleichzeitig auch das Substrat
H3, ragt das Lysin als Zielaminosäure weit in den Bindungstunnel hinein. Vermutlich wird
damit die Bindung von SeAdoPropin (7) im WT herabgesetzt, während in der Variante
auch mit Substrat genug Platz vorhanden ist. Dies erklärt die deutlich erhöhte Reakti-
vität der Variante gegenüber dem WT mit SeAdoPropin (7) (vgl. Kapitel 3.1). Dass der
WT SeAdoPropin (7) im binären Komplex sogar etwas besser bindet als die Variante,
hängt vermutlich mit dem Wegfall einer indirekten Wasserstoffbrücke durch die Mutation
Y305L zusammen, wie in Kapitel 3.3.2.2 für AdoMet (1) und AdoHcy (2) beschrieben.
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Abbildung 3.47: Verdrängungstitrationen zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten von
Set7/9WT (links) bzw. Y305L (rechts) jeweils mit SeAdoPropin (7). Die Linien stellen den
Kurvenfit an die gemessenen Datenpunkte (Kreise) dar. Die Titrationen sind auf die relative
Fluoreszenzintensität der jeweiligen Direkttitration mit der Fluoreszenzsonde O-MANT-
AdoHcy (23) (1 µM) bei den hier eingesetzten 10 µM Set7/9WT bzw. Y305L normiert.
Tabelle 3.6: KD-Werte der untersuchten MTasen mit nicht fluoreszierenden Cofaktoren
und Analoga in µM. Die angegebenen Fehler ergeben sich durch die Standardabweichung
aus der Kurvenanpassung.
AdoMet (1) AdoHcy (2) SeAdoPropin (7)
M.TaqI 2.7 ± 0.3 2.30± 0.14 n.b.
Set7/9WT 0.071± 0.012 6.5 ± 1.7 0.24± 0.12
Set7/9Y305L 0.173± 0.004 19 ± 4 1.19± 0.24
NovO* 48 ± 4 <0.01 n.b.
n.b. = nicht bestimmt
*Die Werte der NovO-MTase wurden von Dr. Martin Tengg ermittelt.
3.3.3 Cofaktorbindung anderer Methyltransferasen
Die MTasen M.TaqI, Set7/9WT und NovO verhalten sich in ihren Bindungseigenschaf-
ten gegenüber AdoMet (1) und AdoHcy (2) sehr unterschiedlich. Wie in Kapitel 3.3.2.1
beschrieben, bindet die DNA-MTase M.TaqI beide Cofaktoren gleich gut, während bei
der Protein-MTase Set7/9 die Bindung zu AdoMet (1) bevorzugt ist. Dagegen bindet die
Kleinmolekül-MTase NovO AdoHcy (2) deutlich besser als AdoMet (1). Ob dieses unter-
schiedliche Verhalten auch bei anderen Vertretern von DNA-, Protein- und Kleinmolekül-
MTasen gefunden wird, soll anhand von Literaturdaten diskutiert werden. Alle Dissozia-
tionskonstanten sind in Tab. 3.7 aufgeführt.
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Tabelle 3.7: KD-Werte verschiedener MTasen mit AdoMet (1) und AdoHcy (2).
KDAdoMet /µM KDAdoHcy /µM Literatur
M.TaqI 2.7 2.3 diese Arbeit
M.RsrI 6.1 9.6 108
M.EcoKI 2.21 4.97 109
M.EcoRI 30 225 110
Set7/9WT 0.071 6.5 diese Arbeit
aLSMT 0.29 21.2 105
PRMT1 3.5 5.8 111,112
PRMT4 0.78 6.9 113
NovO* 48 <0.01 diese Arbeit
CbiL 671 0.645 114
*Die Werte der NovO wurden von Dr. Martin Tengg ermittelt.
Wie M.TaqI binden die DNA-MTasen M.RsrI (KDAdoMet =6.1 µM,
KDAdoHcy =9.6 µM)108 und M.EcoKI (KDAdoMet =2.21 µM, KDAdoHcy =4.97 µM)109 bei-
de Cofaktoren gleich gut. Die MTase M.EcoRI dagegen bindet AdoMet (1) stärker als
AdoHcy (2) (KDAdoMet =30µM, KDAdoHcy =225 µM)110. Wie alle DNA-MTasen gehören
die aufgeführten MTasen der Enzymklasse I der AdoMet-abhängigen MTasen an.
Die Protein-MTase A. thaliana Rubisco LSMT (aLSMT) besitzt wie Set7/9 eine SET-
Domäne und gehört damit der Enzymklasse V an. Der KD-Wert mit AdoMet (1) (0.29 µM)
ist wie bei Set7/9 fast 100-mal kleiner als der mit AdoHcy (2) (21.2 µM). Auch für
aLSMT werden CH-O-Wasserstoffbrückenbindungen beschrieben, die die Methylgruppe
von AdoMet (1) stabilisieren und bei der Bindung von AdoHcy (2) wegfallen (vgl. Kapi-
tel 3.3.2.1).105
Entgegen der Vermutung, dass Protein-MTasen grundsätzlich AdoMet (1) stärker bin-
den als AdoHcy (2), während DNA-MTasen keinen Unterschied machen, postulieren Esse
et al.115, dass Protein-Arginin-MTasen (PRMTs) stärker von AdoHcy (2) inhibiert werden,
als DNA-MTasen. Zwar liegt in PRMTs ebenso wie in Set7/9 eine Art Bindungstunnel
vor, dieser hat aber keine strukturelle Verwandschaft mit der SET-Domäne. Stattdes-
sen besitzen PRMTs eine Rossmann-ähnliche Faltung und gehören damit, wie die DNA-
MTase M.TaqI, der Klasse I der AdoMet-abhängigen MTasen an.116 Tatsächlich liegen,
wie mit M.TaqI, die KD-Werte der PRMT1 mit 3.5 µM für AdoMet (1)111 und 5.8 µM
für AdoHcy (2)112 nah beieinander. PRMT4 dagegen bindet AdoMet (1) (KD =0.78 µM)
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stärker als AdoHcy (2) (KD =6.9 µM).113
Die Kleinmolekül-MTase NovO gehört ebenfalls der Klasse I der AdoMet-abhängi-
gen MTasen an. Neben NovO bindet auch die Kleinmolekül-MTase CbiL AdoHcy (2)
(KD =0.645 µM) deutlich besser als AdoMet (1) (KD =671 µM).114 MetH, ebenfalls ei-
ne Kleinmolekül-MTase, bindet AdoMet (1) dagegen stärker als AdoHcy (2) (KD-Werte
liegen nicht vor).117
Zusammenfassend ist es durch die kleine Auswahl an Enzymen, deren KD-Werte mit
AdoMet (1) und AdoHcy (2) bestimmt wurden, nicht möglich eine allgemeingültige Vor-
hersage über das Cofaktorbindungsverhalten von MTasen zu treffen. Die Vermutung,
dass DNA-, Protein- und Kleinmolekül-MTasen nach ihrer Bindung zu AdoMet (1) und
AdoHcy (2) eingeordnet werden können, hat sich nicht bestätigt. Es finden sich aber ähnli-
che Tendenzen bei strukturell verwandten MTasen, wobei auch hier Ausnahmen gefunden
wurden. Um generelle Aussagen treffen zu können, müssten weit mehr Dissoziationskon-
stanten verschiedener MTasen mit AdoMet (1) und AdoHcy (2) bestimmt werden.
3.3.4 Diskussion der vorgestellten Methode
Direkttitrationen wurden von Pignot98 und Schmidt101 mit der DNA-MTase M.TaqI
durchgeführt. Sie ermittelten für das MANT-Cofaktoranalogon 7-MANT-Ado (20) einen
KD-Wert von 1.1 µM101, für 8-MANT-Ado (21) 1.5 µM98 und für N -MANT-AdoHcy (22)
15 µM98. Die Werte liegen recht nah an den hier berechneten (20: 0.82 µM, 21: 2.4 µM,
22: 20 µM). Geringe Abweichungen sind teilweise auf die Fluoreszenz der MTase zurück-
zuführen, die in dieser Arbeit, im Gegensatz zu den vorangegangenen Arbeiten, als Hin-
tergrund berücksichtigt ist.
Für die MTasen M.TaqI und Set7/9 finden sich in der Literatur weitere Bindungsstudi-
en mit den Cofaktoren AdoMet (1) und AdoHcy (2). Pignot98 bestimmte den KD-Wert von
M.TaqI mit AdoMet (1) auf 1.4 µM und den mit AdoHcy (2) auf 2.7 µM. Er verwendete
den hier vorgestellten kompetitiven MANT-Bindungstest, allerdings mit der Fluoreszenz-
sonde N -MANT-AdoHcy (22). Schluckebier et al.40 führten Bindungsstudien an M.TaqI
mit 1,8-ANS als extrinsischen Fluorophor durch. Sie ermittelten für AdoMet (1) einen
KD-Wert von 2.0 µM in einer Direkttitration. Mit AdoHcy (2) ergab der KD-Wert in einer
Verdrängungstitration mit Sinefungin und 1,8-ANS 2.4 µM. Alle bekannten Literaturwer-
te liegen sehr nah an den in dieser Arbeit bestimmten KD-Werten von M.TaqI (2.7 µM
mit AdoMet (1) und 2.3 µM mit AdoHcy (2)).
Horowitz et al. bestimmten den KD-Wert von Set7/9 mit AdoMet (1) auf 0.053 µM118
und mit AdoHcy (2) auf 60 µM118 bzw. 134 µM96, wobei die ersten beiden KD-Werte mit
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Isothermer Titrationskalorimetrie und der dritte durch die Änderung der intrinsischen
Tryptophanfluoreszenz bestimmt wurden. Der hier bestimmte KD-Wert für AdoMet (1)
(0.071 µM) liegt sehr nah an den Literaturwerten, während der für AdoHcy (2) (6.5 µM)
um eine Zehnerpotenz abweicht. In den hier vorgestellten Bindungsstudien wurde das
Protein mit der kompletten Sequenz (Aminosäuren 1-366) verwendet, während die an-
gegebenen Literaturwerte mit einem verkürzten Enzym (Aminosäuren 110-366) ermittelt
wurden. Dass die Abweichungen der KD-Werte darauf zurückzuführen sind, ist allerdings
unwahrscheinlich. Weitere KD-Werte für die Bindung von AdoMet (1) an Set7/9, eben-
falls mit verkürzter Sequenz, wurden von Wilson et al.102 ermittelt, indem der Einfluss
von AdoMet (1) auf die Denaturierung der MTase mittels Harnstoff durch Änderung der
intrinsischen Fluoreszenz gemessen wurde. Die KD-Werte liegen bei 10.0 µM (Aminosäu-
ren 52-366) bzw. 16.7 µM (Aminosäuren 52-344) und weichen damit massiv von dem hier
ermittelten Wert ab. Die Aminosäuren 345-366 werden von Kwon et al.106 als c-SET-
Domäne bezeichnet und haben einen Einfluss auf die Cofaktorbindung. Wieso die MTase
mit den Aminosäuren 52-366 allerdings einen so hohen KD-Wert für AdoMet (1) aufweist
ist unklar.
Insgesamt stimmen die in dieser Arbeit ermittelten Dissoziationskonstanten, abgesehen
von den Bindungsstudien von Wilson et al.102, weitgehend mit den Literaturdaten über-
ein. Die vorgestellte Methode kann aufgrund des breiten Spektrums an Fluoreszenzsonden
auf verschiedene AdoMet-abhängige MTasen erweitert werden. Sie ermöglicht somit die
Bestimmung von Dissoziationskonstanten verschiedener nicht fluoreszierender Liganden
mit einer Vielzahl an MTasen. Wie am Beispiel der NovO gezeigt wurde, können zudem
Untersuchungen zur Cofaktorbindung strukturell unbekannter MTasen mithilfe verschie-
dener Fluoreszenzsonden durchgeführt werden.
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Diese Arbeit befasst sich mit der Entwicklung von Methoden zur Charakterisierung von
Methyltransferasen (MTasen) mittels molekularer Sonden. Ein zweistufiges Verfahren zur
Markierung von Protein-MTase-Substraten wurde am Beispiel der MTase Set7/9 mit ih-
rem Substrat Histon H3 grundlegend verbessert und anschließend mit dem Ziel einer Sub-
stratanalyse auf Proteinarrays angewendet. Zudem wurde ein Fluoreszenzbindungstest
entwickelt, mit dem die Bindungsaffinitäten verschiedener MTasen zu Fluoreszenzsonden
und Cofaktoren bzw. Cofaktoranaloga untersucht wurden.
Zweistufiges Markierungsverfahren
In dem zweistufigen Markierungsverfahren werden Substrate von Protein-MTasen zu-
nächst enzymatisch mit einer funktionellen Gruppe (Azid oder Alkin) sequenzspezifisch
modifiziert, um anschließend in einer zweiten, chemischen Reaktion mit einem Reporter
(Fluorophor oder Biotin) markiert zu werden. Für die enzymatische Reaktion werden
Analoga des natürlichen Cofaktors S -Adenosyl-L-methionin (AdoMet (1)) verwendet, die
statt der Methylgruppe eine verlängerte Seitenkette mit endständigem Azid oder Alkin
tragen. Die Übertragung der Seitenkette erfolgt bei Protein-MTasen über einen engen
Bindungstunnel, weshalb es mit verlängerten Seitenketten zu sterischer Hinderung kom-
men kann. Daher wurde eine Variante der Protein-MTase Set7/9 hergestellt, in der ein
Tyrosin im Bindungstunnel durch das kleinere Leucin ersetzt ist. Die Aktivität dieser Va-
riante Set7/9Y305L mit den Cofaktoranaloga SeAdoPropin (7) und SeAdoEthylazid (9)
ist im Vergleich zum Wildtyp (WT) deutlich erhöht.
Bei der zweiten, chemischen Reaktion wird ein alkin- oder azidfunktionalisierter Fluoro-
phor bzw. -funktionalisiertes Biotin in einer kupferkatalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition
(CuAAC) mit dem modifizierten Protein verknüpft. Der im Überschuss zum Cofaktor-
analogon eingesetzte Reporter wurde bislang im Falle der Fluoreszenzmarkierung vor der
Analyse mittels Gelelektrophorese durch Fällen und Waschen der Proteine entfernt, um
ein Überlagern mit den fluoreszenzmarkierten Proteine im Gel zu verhindern. Durch die
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Fällung kam es zu teilweise großen Verlusten des Proteins, weshalb mit dieser Arbeit eine
alternative Methode zum Entfernen von überschüssigem Fluorophor vorgestellt wird. Da
der größte Teil des Fluorophors schneller durch das Gel migriert als die Proteine, kann er
aus dem Gel herauslaufen gelassen werden. So bleiben die Proteine vollständig erhalten
und erscheinen bei der Färbung des Gels mit Coomassie Brilliant Blue als schmale Pro-
teinbanden. Eine kleine Verschiebung der Banden markierter Proteine durch den recht
großen Fluorophor ist daher deutlich zu erkennen. Diese Möglichkeit der Unterscheidung
markierter und nicht markierter Proteine erleichtert quantitative Aussagen bei der zwei-
stufigen Markierung.
Eine chromatographische Analyse der MTasen Set7/9WT und Set7/9Y305L zeigte,
dass beide Enzyme noch nach der Aufreinigung natürlichen Cofaktor AdoMet (1) gebun-
den haben. Da AdoMet (1) mit den Cofaktoranaloga konkurriert und somit das zweistufige
Markierungsverfahren stört, wurde der natürliche Cofaktor entfernt. Hierfür wurden die
Enzyme an einen Anionenaustauscher gebunden und der Cofaktor durch Waschen mit
einem sehr großen Volumen an salzarmem Puffer entfernt. Im zweistufigen Markierungs-
verfahren wurden mit den cofaktorfreien MTasen deutlich höhere Umsätze erreicht.
Mit dem optimierten zweistufigen Markierungsverfahren wurde die Variante im Ver-
gleich zum WT im Hinblick auf Sequenzspezifität, Reaktionsgeschwindigkeit und benö-
tigte Cofaktorkonzentration hin untersucht. Zudem wurden unterschiedliche Verhältnisse
der einzelnen Komponenten im Markierungsverfahren getestet. Sowohl für die MTase
Set7/9WT als auch für die Variante Set7/9Y305L zeigte sich eine hohe Spezifität in
Bezug auf die Zielaminosäure Lysin 4 in H3. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Variante
ist im Vergleich zum WT deutlich erhöht. Bereits nach 5min wurde vollständiger Um-
satz erreicht. Mit dem WT konnte innerhalb von 2 h kein vollständiger Umsatz erzielt
werden, was sehr wahrscheinlich auf einen Zerfall der Cofaktoranaloga unter Reaktions-
bedingungen zurückzuführen ist. Für die schnelle Variante Set7/9Y305L spielt der Zerfall
der Analoga dagegen keine Rolle. Auch in Bezug auf die benötigte Konzentration der
Cofaktoranaloga wurde ein immenser Fortschritt erzielt. Während für den WT 600 µM
SeAdoPropin (7) nötig sind, um eine schwache Markierung des Substrats H3 zu erhal-
ten, ist mit der Variante noch mit 10 µM SeAdoPropin (7) eine deutliche Markierung zu
erkennen. Durch die Befreiung der Variante von natürlichem Cofaktor konnte die Signal-
intensität mit 10 µM SeAdoPropin (7) nochmals deutlich gesteigert werden. Vollständiger
Umsatz wurde mit 100 µM SeAdoPropin (7) und der befreiten Variante erhalten, wo-
bei H3 und MTase jeweils 10 µM eingesetzt wurden. Ein äquimolarer Einsatz der drei
Komponenten Cofaktoranalogon, Substrat H3 und MTase (jeweils 10 µM bzw. 100 µM)
ist ebenfalls möglich, jedoch mit geringerem Umsatz. Zudem ist zu beachten, dass bei
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hohen Konzentrationen (jeweils 100 µM) H3 am Enzym gebunden bleibt und somit nicht
für die chemische Markierungsreaktion zur Verfügung steht. Der Komplex muss zuvor
durch Verdünnen oder bei Reaktionen auf Festphasen durch Waschen dissoziiert werden.
Mit einem Einsatz von SeAdoPropin (7) (100 µM) und H3 (100 µM) im Überschuss zur
MTase (10 µM) konnte ein geringer Umsatz erreicht werden. SeAdoPropin (7) (10 µM
bzw. 100 µM) und H3 (10 µM) können nicht im Unterschuss zur MTase (100 µM) einge-
setzt werden.
Um den Einsatz von cytotoxischem Kupfer im zweistufigen Markierungsverfahren zu
umgehen, wurde eine Alternative zur kupferkatalysierten CuAAC getestet. Dafür wur-
de mit dem Cofaktoranalogon SeAdoEthylazid (9) ein Azid auf das Substrat H3 über-
tragen. In einer spannungsinduzierten Azid-Alkin-Cycloaddition (SPAAC) sollte dieses
über ein Cycloalkin mit einem Reporter verknüpft werden. Die eingesetzten Cycloalki-
ne Biotin-DBCO (15) und Biotin-BCN (16) reagieren allerdings unspezifisch sowohl mit
dem Substrat H3 als auch mit der MTase, weshalb die SPAAC im zweistufigen Markie-
rungsverfahren keine geeignete Alternative zur CuAAC darstellt.
Substratanalyse auf Proteinarrays
Mit dem Ziel einer Substratanalyse wurde das optimierte zweistufige Markierungsver-
fahren auf Proteinarrays angewendet. Hierzu wurden zunächst nach einem bestehenden
Protokoll Versuche auf Testarrays durchgeführt, auf die zuvor eine Auswahl relevanter
Proteine aufgebracht worden war. Durch den Einsatz der Variante Set7/9Y305L sowie
Optimierung der Waschschritte im Protokoll konnte das Verhältnis von Signal zu un-
spezifischem Hintergrund deutlich verbessert werden. Bei Versuchen auf kommerziell er-
hältlichen Proteinarrays mit über 9000 menschlichen Proteinen wurde dennoch ein starkes
Hintergrundsignal festgestellt, das sogar fluoreszierende Kontrollproteine überdeckte. Eine
weitere Reduzierung des unspezifischen Signals reichte nicht aus, um mit dieser Methode
Substrate zu identifizieren.
Cofaktorbindung
Zur Analyse der Cofaktorbindung verschiedender MTasen wurde ein Fluoreszenzbindungs-
test entwickelt. Dafür wurden AdoHcy- sowie Adenosin-Derivate hergestellt, die an ver-
schiedenen Positionen einen MANT-Fluorophor tragen. Die Fluoreszenz des im Enzym
gebundenen MANT-Cofaktoranalogons ist höher, als die des freien. In Direkttitratio-
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nen wurden so die Bindungsaffinitäten der MANT-Cofaktoranaloga zu der DNA-MTase
M.TaqI, den Protein-MTasen Set7/9WT und Set7/9Y305L und der Kleinmolekül-MTase
NovO analysiert. Durch den Einsatz von sechs verschiedenen Cofaktoranaloga mit unter-
schiedlichen Positionen für die MANT-Gruppe konnten Untersuchungen in Bezug auf die
sterischen Gegebenheiten der Cofaktorbindung aller MTasen durchgeführt werden. Die
Ergebnisse sind im Einklang mit publizierten Strukturanalysen.
In Verdrängungstitrationen mit AdoMet (1), AdoHcy (2) und SeAdoPropin (7) wurden
deren Dissoziationskonstanten zu den genannten Enzymen bestimmt. Dabei stellte sich
heraus, dass die DNA-MTase M.TaqI ihren natürlichen Cofaktor AdoMet (1) etwa gleich
stark bindet wie das Cofaktorprodukt AdoHcy (2). Die Protein-MTase Set7/9 dagegen
bindet AdoMet (1) deutlich stärker, während die Kleinmolekül-MTase NovO AdoHcy (2)
bevorzugt bindet. Zwischen der MTase Set7/9WT und der Variante Set7/9Y305L wurden
nur geringe Unterschiede in der Bindung von AdoMet (1) und AdoHcy (2) festgestellt.
Auch die Bindung von SeAdoPropin (7) ist für beide MTasen ähnlich stark, obwohl die
Aktivität der Variante mit SeAdoPropin (7) deutlich größer ist als die des WT. Dies
ist vermutlich auf den zusätzlichen sterischen Anspruch durch das Substrat H3 in der
enzymatischen Reaktion mit dem WT zurückzuführen. Insgesamt wurde mit dem MANT-
Bindungstest eine einfache und vielseitige Methode zur Analyse von MTase-Cofaktor-
Wechselwirkungen entwickelt. Zudem wurden interessante, gravierende Unterschiede in
der Cofaktorbindung der untersuchten MTasen festgestellt.
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Das verbesserte zweistufige Markierungsverfahren eignet sich in hohem Maß für die se-
quenzspezifische Markierung von isolierten Proteinen in Lösung. Nicht erfolgreich ist da-
gegen bislang die Anwendung des Markierungsverfahrens zur Identifizierung unbekann-
ter Substrate auf Proteinarrays. Es müssten weitere Kontrollversuche auf Proteinarrays
durchgeführt werden, um die genauen Ursachen des hohen unspezifischen Hintergrunds
zu identifizieren und um diesen zu eliminieren. Auch bleibt die Verwendung des Verfah-
rens durch den Einsatz cytotoxischen Kupfers begrenzt. Interessant wäre also weiterhin
der Einsatz alternativer Clickreaktionen, möglicherweise unter Verwendung neuer Co-
faktoranaloga, die die entsprechend benötigten funktionellen Gruppen tragen. Durch die
Erweiterung der Bindungstasche in der Variante Set7/9Y305L ist auch der Einsatz von
Cofaktoranaloga mit etwas größeren Seitenketten denkbar. Eine andere Möglichkeit wäre
der Einsatz des kupferbindenden Enzyms COX17 in der CuAAC, wodurch die benötigte
Kupferkonzentration auf 3.5-5 µM herabgesetzt werden kann.119
Aber auch das zweistufige Markierungsverfahren wie es hier vorgestellt wurde lässt
sich in der Proteinforschung anwenden. Beispielsweise wurden bereits erste Versuche zur
enzymatischen Synthese von Cofaktoranaloga wie SeAdoPropin (7) unternommen.120 Mit
den gebildeten Analoga könnten anschließend Proteine in situ markiert werden.121 Durch
die direkte Umsetzung könnten auch mit sehr instabilen Cofaktoranaloga hohe Umsätze
erzielt werden. Auch interessant ist die Analyse der inhibierenden Wirkung verschiedener
Verbindungen mithilfe des zweistufigen Markierungsverfahrens. Desweiteren sollte sich
dieser Enzymtest zur Bestimmung der Substrate von MTasen in Zellextrakten eignen.122
Der Fluoreszenzbindungstest stellt ein gut funktionierendes und einfaches System zur
Untersuchung der Cofaktorbindungsaffinitäten von MTasen dar. So lassen sich Disso-
ziationskonstanten von kompetitiven Inhibitoren oder weiteren Cofaktoranaloga bestim-
men. Um das unterschiedliche Bindungsverhalten der untersuchten MTasen gegenüber
AdoMet (1) und AdoHcy (2) einordnen zu können, ist die Ermittlung der Bindungsaf-
finitäten weiterer MTasen interessant. Desweiteren könnten ternäre Bindungsaffinitäten
unter Zugabe entsprechender Substrate ermittelt werden.
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6 Experimenteller Teil
6.1 Materialien
6.1.1 Chemikalien
Kommerziell erworbene Chemikalien:
Aceton Sigma-Aldrich
Acetonitril (HPLC-grade) Fisher Chemical
Acrylamid/Bisacrylamid (37.5:1) Serva
Agar AppliChem
Agarose Sigma
Alexa 647-Azid Invitrogen
6-Aminobutyl-AdoHcy, geschützt (27) Caprotec Bioanalytics
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Serva
Bicyclo[6.1.0]non-4-in(BCN)-PEG-Amin (18)
(SX-A1004)
SynAffix
Biotin Sigma-Aldrich
Biotinalkin (13) Invitrogen
Bis-Tris Gerbu
Borsäure Gerbu
Bovine Serum Albumin, gefriergetrocknet
- heat shock fraction (BSA*) Sigma
- Standard (BSA) Gerbu
Bromphenolblau-Natriumsalz Serva
Chloroform Fluka
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propan-
sulfonsäure (CHAPS)
Gerbu
Coomassie Brilliant Blue R250 Serva
DEAE Sepharose Fast Flow Pharmacia
Dibenzylcyclooctin-PEG4-Biotin-Konjugat (Biotin-
DBCO (15))
Jena Biosciences
Dichlormethan (DCM) Merck
Dikaliumhydrogenphosphat AppliChem
Dimethylacetamid, trocken (DMA) Acros Organics
Dimethylsulfoxid, trocken (DMSO) Acros Organics
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Dinatriumethylendiamintetraacetat (EDTA) Gerbu
Dinatriumhydrogenphosphat Gerbu
Di-tert-butyldicarbonat ((Boc)2O) Aldrich
Dithiothreitol (DTT) Gerbu
dNTP-Mix Fermentas
Essigsäure Fisher Chemical
Ethanol Merck
GelRed Biotium
Glutathion, reduziert Sigma-Aldrich
Glycerin Gerbu
Glycin Gerbu
Hefeextrakt BD
Imidazol Fluka
Isopropanol (HPLC-grade) Fisher Chemical
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Gerbu
Kaliumacetat Fluka
Kaliumchlorid Merck
Kaliumdihydrogenphosphat J.T.Baker
Kanamycinsulfat (Kan) Gerbu
Kupfersulfat Aldrich
Magnesiumacetat Merck
Magnesiumsulfat Merck
β-Mercaptoethanol Serva
Methanol (HPLC-grade) Fisher Chemical
N -(2-Hydroxylethyl)piperazin-N ’-2-ethansulfon-
säure (HEPES)
Gerbu
Natriumascorbat Sigma-Aldrich
Natriumchlorid Gerbu
Natriumdihydrogenphosphat Gerbu
Natriumdodecylsulfat (SDS), Granulat Gerbu
Natriumhydroxid Sigma-Aldrich
Nickel-NTA-Agarose Qiagen
N -Methylanthranilsäureanhydrid, 90%ig (MANT-
Anhydrid (29))
Aldrich
3-(N -Morpholino)propansulfonsäure (MOPS) Gerbu
Octyl-β-D-glucopyranosid Sigma-Aldrich
Perchlorsäure, 70%ig Acros Organics
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich
Ponceau S Sigma-Aldrich
RotiBlock-Lösung Roth
S -Adenosyl-L-homocystein (AdoHcy (2)) Sigma
S -Adenosyl-L-methionin 1,4-Butandisulfonat
(AdoMet (1))
Knoll Bioresearch SA
Salzsäure, 37%ig Sigma-Aldrich
Synthetic Block Invitrogen
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5-TAMRA-PEG3-Azid (TAMRA-Azid (12)) Baseclick
Tetracyclin-HCl (Tet) Gerbu
N,N,N ’,N ’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Acros Organics
Triethylamin (TEA) Fisher
Trifluoressigsäure (TFA) Alfa Aesar
Tris-HCl Gerbu
Tris-X Gerbu
Triton X-100 reduced Sigma
Triton X-100 Fluka
Trypton BD
Tween 20 Gerbu
Wenn nicht anders vermerkt ist, wurden Chemikalien vom Reinheitsgrad p.a. verwendet.
Synthetisierte Substanzen:
AdoBenzazid (8) zur Verfügung gestellt von Dr. Michael Martin*
Biotinazid (14) zur Verfügung gestellt von Dr. Sophie Willnow*
Biotin-NHS (17) zur Verfügung gestellt von Sebastian Lowins*
6-MANT-Ado (19) zur Verfügung gestellt von Mitarbeitern des AK Weinhold*
6-MANT-AdoHcy (24) Synthese siehe Kapitel 6.3.3
7-MANT-Ado (20) zur Verfügung gestellt von Dr. Falk H.-G. Schmidt*
8-MANT-Ado (21) zur Verfügung gestellt von Dr. Marc Pignot**
N -MANT-AdoHcy (22) selbst hergestellt nach Pignot98
O-MANT-AdoHcy (23) Synthese siehe Kapitel 6.3.2
SeAdoEthylazid (9) selbst hergestellt nach Martin123
SeAdoPropylazid (10) zur Verfügung gestellt von Dr. Michael Martin*
SeAdoPropin (7) zur Verfügung gestellt von Anna Giesbertz*
Tris(3-hydroxypropyl-
triazolylmethyl)amin
(THPTA)
zur Verfügung gestellt von Dr. Sophie Willnow*
*(ehemals) RWTH Aachen University
**ehemals MPI für molekulare Physiologie, Dortmund
6.1.2 Kits, Puffer und Reagenzien
DNA-Ladepuffer Fermentas
HABA/Avidin-Reagenz Sigma
Pfu-Puffer Fermentas
Printing Buffer Gentel Biosciences
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Thermo Scientific
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6.1.3 Marker
Protein-Marker:
Biotinylated Protein Ladder Cell Signaling Technology
PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas
PageRuler Unstained Protein Ladder Fermentas
DNA-Marker:
MassRuler DNA Ladder, Mix Fermentas
6.1.4 Proteine
Enzyme:
Avidin D-Meerrettich-
peroxidase-Konjugat
Vector Laboratories
M.TaqI zur Verfügung gestellt von Kerstin Glensk*
Pfu-Polymerase Fermentas
R.DpnI New England Biolabs
Set7/9WT hergestellt durch Expression von dem Plasmid
pET28b-Set7/944 (siehe Kapitel 6.4.6)
Set7/9Y305L hergestellt durch Expression von dem Plasmid
pET28b-Set7/9-Y305L nach ortsgerichteter Mutagenese
(siehe Kapitel 6.4.5 und 6.4.6)
*RWTH Aachen University
Sonstige Proteinlösungen:
BSA Jena Biosciences
H3 (WT/K4A/K9A) zur Verfügung gestellt von Dr. Sophie Willnow*
H3 New England Biolabs (nur auf Proteinarrays verwendet)
RF1 zur Verfügung gestellt von Dr. Sophie Willnow*
*ehemals RWTH Aachen University
6.1.5 DNA
Plasmid:
pET28b-Set7/944 zur Verfügung gestellt von Prof. D. Reinberg
(NYU School of Medicine, New York, USA)
82
6.1 Materialien
Primer: (5’-3’, Eurofins MWG Operon)
Y305L+: CCTTCACTCCAAACTGCATCTTAGATATGTTTGTCCACCCC
Y305L-: GGGGTGGACAAACATATCTAAGATGCAGTTTGGAGTGAAGG
6.1.6 Bakterienstämme
E. coli BL21-Gold(DE3) Stratagene
E. coli DH5α Invitrogen
6.1.7 Medien und Antibiotika
LB(lysogeny broth)-Medium
10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Natriumchlorid
TB(terrific broth)-Medium:
12 g/L Trypton, 24 g/L Hefeextrakt, 4mL/L Glycerin, 13mM KH2PO4, 92mM K2HPO4
LB-Medium für Platten:
10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Natriumchlorid, 3.8 g/L Agar
Antibiotika:
50mg/L Kanamycin (Kan)
25mg/L Tetracyclin (Tet)
6.1.8 Verbrauchsmaterialien
Amicon Ultra-4, 10K Th. Geyer
Centriprep-YM-10 Th. Geyer
Dialysemembran Spectra/Por 4, 12-14K Spectrum Laboratories
Elektroporationsküvette Bio-Rad
Filterpapier MN 827 B Macherey-Nagel
Labortücher, fusselfrei Kimberley-Clark
Jumbosep, 10K Pall
Kryoröhrchen Nalgene
LifterSlip Deckgläschen VWR
Mikroreaktionsgefäße Eppendorf
Optitran BA-S 83 Nitrocellulosemembran GE Healthcare
PATH Protein Microarray Slides Gentel Biosciences
PCR-Gefäße Eppendorf
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PESU-Membranfilter Sartorius Stedim
Petrischalen Greiner Bio One
Pipettenspitzen Gilson
Polypropylen Röhrchen Greiner Bio One
ProtoArray Human Protein Microarrays Invitrogen
quadriPERM Zellkulturschalen Sarstedt
Whatman Membranfilter (Cellulosemischester) Schleicher & Schuell
Whatman Puradisc FP 30 Spritzenfilter, 0.2 µm GE Healthcare
Zeba Spin Desalting Columns, 7K Thermo Scientific
6.1.9 Verwendete Geräte
Dampfsterilisator Varioklav (H+P Labortechnik)
Elektroporator MicroPulser Elektroporator (Bio-Rad)
Fluoreszenzscanner Typhoon 9410 Variable Mode Laserscanner (GE lifesciences)
Fluoreszenzspektrometer Cary Eclipse (Varian) mit Kühleinheit ecoline RE 104
(Lauda) und 10mmx4mm Fluoreszenzküvetten (Hellma)
FPLC-System BioLogic DuoFlow mit Fraktionssammler BioFrac (Bio-Rad)
und Peristaltikpumpe Abimed Minipuls 3 (Gilson)
Gefriertrocknungs-
einheit
Savant SPD111V SpeedVac Concentrator (Thermo Scientific)
mit Kühleinheit Refrigerated Vapor Trap RVT 100 (Savant)
Geldokumentations-
system
Gel iX mit digitaler schwarz-weiß-CCD-Kamera,
UV-Transilluminator (312 nm), Kaltlichtweißplatte, Filter
(540± 50 nm) und Software Intas GDS (Intas)
Gelkammern Mini SubCell GT (Bio-Rad) für Agarosegele
Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad) für SDS-Gele
Geltrockner Model 583 Gel Dryer (Bio-Rad)
Gießstand SDS-Gele Bio-Rad
Hochvakuumpumpen RZ6 (Vacuubrand)
HPLC-System Breeze mit binärem Pumpensystem 1525, 2487 Dual λ
Absorbance Detector (Waters) und ProntoSIL-C18-AQ-
Säulen (5 µm, 120Å) (Bischoff):
analytisch: 250 x 4.6mm, 1mL/min,
semipräparativ: 250 x 8mm, 3mL/min,
präparativ: 250 x 20mm, 10mL/min)
mit Vorsäulen (8.0 x 4.0mm/ 33 x 8.0mm/ 30 x 20mm)
Inkubator für PCR Mastercycler personal (Eppendorf)
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Inkubatoren für die
Bakterienanzucht
Innova 4330 Schüttler (New Brunswick Scientific)
GFL-3031 Schüttler (GFL)
Heraeus B6 Function Line (Kendro Laboratora Products)
Inkubator für
Reaktionen
HBT130 (HLC)
Lumineszenzanalysator LAS 3000 (Fujifilm)
Massenspektrometer LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific), LCQ Deca XP
Plus (Thermo Finnigan)
Microarrayscanner GenePix 4100A (Molecular Devices)
Mikrowelle Mikromat (AEG)
NMR-Spektrometer Mercury 300, VNMRS-400 (Varian)
pH-Meter 766Calimatic (Knick) mit IJ44C-pH-Elektrode
Pipetten Pipetman (Gilson)
Reinstwasseranlage Milli-Q Academic mit Elix 3-Anlage (Millipore)
Rotationsverdampfer VV 2000 mit Wasserbad WB 2000 (Heidolph), Pumpe mit
Controller (Vacuubrand) und Kryostat FP50 (Julabo)
Stromversorgungseinhei-
ten
PowerPac 300 und 1000 (Bio-Rad)
Ultraschalldesintegrator Sonifier II W-250 (Branson)
UV/Vis-Spektrometer Cary 3E (Varian) mit Qaurzglasküvetten (Hellma)
Vortexmischer Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)
Western Blot Apparatur Fast Blot Apparatur Typ B43 (Biometra)
Zentrifuge (< 2mL) Centrifuge 5415D (Eppendorf)
Zentrifuge (> 2mL) Avanti J-20 Zentrifuge mit JA-17 oder JS-4.3 Rotor
(Beckman Coulter)
6.2 Instrumentelle Methoden
6.2.1 HPLC
Reaktionskontrollen und Aufreinigung chemischer Substanzen wurden mittels Umkehr-
phasen-Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (rp-HPLC) durchgeführt. Die Steuerung
der HPLC-Anlage erfolgte mit dem Programm Empower Pro (Waters). Es wurde ein sau-
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res (A: 0.01% TFA; B: 70% Acetonitril, 0.01% TFA; pH 2.75) oder ein neutrales Puffersys-
tem (A: 50mM Triethylammoniumacetat (TEAAc); B: 70% Acetonitril, 50mM TEAAc;
pH 7.0) verwendet. Die Puffer wurden zur Entgasung und Befreiung von Partikeln mikro-
filtriert. Die Proben wurden vor der Injektion mit Startpuffer (jeweiliges Puffergemisch
aus A und B bei 0min, siehe unten) verdünnt und gegebenenfalls vorhandener Feststoff
abzentrifugiert. Details zu den einzelnen Methoden sind im Folgenden ausgeführt:
Methode 1:
Fluss 3mL/min, Detektion bei 210/290 nm, saures Puffersystem.
Zeit /min: 0 5 30 35 36
Puffer B /%: 20 20 100 100 20
Methode 2:
Fluss 1mL/min, Detektion bei 260/272 nm, saures Puffersystem.
Zeit /min: 0 5 20 25 26
Puffer B /%: 10 10 100 100 10
Methode 3:
Fluss 1mL/min, Detektion bei 260/317 nm, neutrales Puffersystem.
Zeit /min: 0 10 30 40 41 46 47
Puffer B /%: 5 5 45 80 100 100 5
Methode 4:
Fluss 1 oder 10mL/min, Detektion bei 260/317 nm, neutrales Puffersystem.
Zeit /min: 0 5 35 40 41
Puffer B /%: 40 40 100 100 40
Methode 5:
Fluss 1 oder 10mL/min, Detektion bei 260/317 nm, saures Puffersystem.
Zeit /min: 0 10 40 41 51 52
Puffer B /%: 10 30 30 100 100 10
Methode 6:
Fluss 1mL/min, Detektion bei 260/272 nm, saures Puffersystem.
Zeit /min: 0 15 20 25 30 40
Puffer B /%: 0 10 100 100 0 0
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6.2.2 FPLC
Enzyme wurden mittels FPLC (fast protein liquid chromatography) aufgereinigt. Die
FPLC-Anlage wurde mit dem Programm BioLogic DuoFlow Version 5.10-2 gesteuert. Es
wurde ein Puffersystem aus Puffer A (Niedrigsalzpuffer) und Puffer B (Hochsalzpuffer)
verwendet. Die Puffer wurden vor Verwendung mikrofiltriert. Details zu Puffer, Gradien-
ten, Flussraten und Säulenmaterial sind bei der Anwendung in Kapitel 6.4.7 angegeben.
Die Säule wurde zunächst mit 5 Säulenvolumen (SV) Puffer B gespült und mit 5 SV Start-
puffer äquilibriert. Anschließend wurde die Säule über die Peristaltikpumpe mit dem zu
reinigenden Protein in Startpuffer beladen. Nach der Aufreinigung wurde das Protein mit
einem Salzgradienten eluiert und mit einem Fraktionssammler aufgefangen. Das gesamte
System wurde schließlich zur Lagerung mit 30% Ethanol gespült.
6.2.3 UV/Vis-Spektroskopie
Konzentrationen von chemischen Substanzen, Proteinen und DNA wurden mittels UV/Vis-
Spektroskopie bestimmt. Das UV/Vis-Spektrometer wurde mit dem Programm Varian
UV Version 3.0 gesteuert. Proben wurden in Quarzglasküvetten mit einer Schichtdicke
von 1 cm vermessen. Als Hintergrund wurde zuvor die Absorption des Lösungsmittels bzw.
Puffers bestimmt und diese auf null gestellt. Es wurden immer mindestens 2 Messungen
durchgeführt und der Mittelwert bestimmt. Bei der Konzentrationsbestimmung doppel-
strängiger DNA wurde angenommen, dass OD260nm =1 einer Konzentration von 50 µg/mL
DNA entspricht. Der Konzentrationsbestimmung von chemischen Substanzen und Protei-
nen wurde das Lambert-Beer’sche Gesetz zugrunde gelegt. Die Extiktionskoeffizienten be-
kannter Substanzen wurden der Literatur entnommen. Für alle MANT-Cofaktoranaloga
wurde ǫmax =2700M-1cm-1 angenommen. Für Proteine wurde der Extinktionskoeffizient
mit der Anwendung ProtParam des SIB bioinformatics resource portal ExPASy124 errech-
net (ǫ(Set7/9)280nm =51000M-1cm-1). Für chemische Substanzen mit Biotin wurde der
HABA/Avidin-Assay verwendet. Der avidinbindende Farbstoff HABA wird hierbei stö-
chiometrisch durch Biotin verdrängt und ändert infolgedessen die Absorption bei 500 nm.
HABA/Avidin-Reagenz (40mg) wurde dazu in Wasser (2mL) gelöst. 90 µL davon wurden
in die Küvette gegeben und die Absorption bei 500 nm gemessen. Anschließend wurden
10 µL der Probelösung hinzugefügt, die zuvor auf ungefähr 100 µM eingestellt wurde. Es
wurde durchmischt und nach 2min die Absorption erneut gemessen. Zur Berechnung der
Konzentration wurden die Gleichungen 6.1 und 6.2 herangezogen.
∆A = 0.9 AHABA/Avidin − AHABA/Avidin+Probe (6.1)
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cProbe [µM] = 10
∆A
ε
(ε = 34000M−1cm−1) (6.2)
(A=Absorption, c=Konzentration, ε=Extinktionskoeffizient bei 500 nm.)
6.2.4 Fluoreszenzspektroskopie
Fluoreszenztitrationen wurden in 10mmx4mm Fluoreszenzküvetten durchgeführt. Das
Fluoreszenzspektrometer wurde mit dem Programm Cary Eclipse Version 1.1 gesteuert.
Titrationen wurden mit der Anwendung Kinetics, Spektren mit der Anwendung Scan
aufgenommen. Details zur Durchführung sind in Kapitel 6.5.4 beschrieben.
6.2.5 Massenspektrometrie
Massenspektren wurden durch den institutseigenen Service mit Elektrospray-Ionisation
(ESI-MS) gemessen. Die Proben wurden in Methanol gelöst und mit Ameisensäure ange-
säuert.
6.2.6 NMR-Spektroskopie
NMR-Spektren wurden durch den institutseigenen Service bei 25 °C gemessen. Zur Be-
schreibung der NMR-Auswertungen werden die Abkürzungen der folgenden Multiplizitä-
ten verwendet: Singulett (s), breites Singulett (br. s), Dublett (d), Triplett (t), Quartett
(q), Multiplett (m), Dublett vom Dublett (dd), Dublett vom Dublett vom Dublett (ddd),
Dublett vom Triplett (dt), Triplett vom Dublett (td).
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6.3 Chemische Synthesen
6.3.1 Synthese von Biotin-BCN (16)
S
NHHN
H H
O
O N
O
O
O
O O N
H
H2N O
O
H
H
S
NHHN
H H
O
O
O O N
H
H
N O
O
H
H
DMSO, TEA
20 min, RT
C17H28N2O4
Mol.-Gew.: 324.42 g/mol
 C14H19N3O5S
Mol.-Gew.: 341.38 g/mol
C27H42N4O6S
Mol.-Gew.: 550.71 g/mol
(Exakte Masse: 550.28 u)
17 18
16
Biotin-NHS (17) (1mg, 3 µmol, 1Äq.) und BCN-PEG-Amin (18) (1.9mg, 6 µmol, 2Äq.)
wurden in DMSO (295.8 µL) gelöst und TEA (4.2 µL, 30 µmol, 10Äq.) hinzugefügt. Es
wurde 20min bei RT inkubiert. Biotin-BCN (16) (1.2mg, 2.2 µmol, 73%) wurde mit rp-
HPLC (Methode 1) isoliert und als gelbliches Öl erhalten.
HPLC (Methode 1): tR =23min.
ESI-MS (Pos. Modus) m/z (%): 551.27 (100) [M+H]+, 573.40 (23) [M+Na]+.
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6.3.2 Synthese von O-MANT-AdoHcy (23)
6.3.2.1 Synthese von Boc-AdoHcy (25)
N
NN
N
NH2
O
OHOH
S
COOH
H
N
O
O
N
NN
N
NH2
O
OHOH
S
COOHH2N
(Boc)2O,
DMSO, TEA
1.5 h, RT
C14H20N6O5S
Mol.-Gew.: 384.41 g/mol
C19H28N6O7S
Mol.-Gew.: 484.53 g/mol
(Exakte Masse: 484.17 u)
2 25
AdoHcy (2) (10mg, 26 µmol, 1Äq.) wurde im Ultraschallbad in DMSO (140 µL) gelöst und
TEA (5.4 µL, 39 µmol, 1.5Äq.) zugegeben. Di-tert-butyldicarbonat ((Boc)2O) (12.5mg,
57.3 µmol, 2.2Äq.) wurde ebenfalls in DMSO (140 µL) gelöst und die Lösungen verei-
nigt. Der Reaktionsansatz wurde 1.5 h bei RT inkubiert und der Verlauf durch rp-HPLC
(Methode 2) verfolgt. Nach vollständigem Umsatz wurde das Lösungsmittel sowie über-
schüssiges (Boc)2O und entstandenes tert-Butanol im Vakuum entfernt. Boc-AdoHcy (25)
(10.7mg, 22 µmol, 85%) wurde als weißes Pulver erhalten.
HPLC (Methode 2): tR =20min.
ESI-MS (Pos. Modus) m/z (%): 485.18 (100) [M+H]+, 507.16 (63) [M+Na]+, 523.13
(18) [M+K]+.
ESI-MS (Neg. Modus) m/z (%): 483.02 (100) [M-H]-.
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6.3.2.2 Synthese von geschütztem O-MANT-AdoHcy (26)
N
NN
N
NH2
O
OHOH
S
COOH
H
N
O
O
N
NN
N
NH2
O
S
COOH
H
N
O
O
OH O O
H
N
N
O
O
O
DMA, NaOH
pH 8-9,
2 h, 50 °C
C19H28N6O7S
Mol.-Gew.: 484.53 g/mol
C9H7NO3
Mol.-Gew.: 177.16 g/mol
C27H35N7O8S
Mol.-Gew.: 617.67 g/mol
(Exakte Masse: 617.23 u)
25 29
26
Boc-AdoHcy (25) (4mg, 8.3 µmol, 1Äq.) und MANT-Anhydrid (29) (90%ig; 1.6mg,
8.3 µmol, 1Äq.) wurden in DMA (75 µL) gelöst. Der pH-Wert wurde mit NaOH-Lösung
(1M) auf 8-9 gehalten. Der Ansatz wurde für 2 h bei 50 °C inkubiert und der pH-Wert
durch Zugabe von weiterer NaOH-Lösung (1M) bei 8-9 gehalten. Die Reaktion wurde
mittels rp-HPLC verfolgt und das Produkt ebenfalls mit rp-HPLC isoliert (Methode 3).
Geschütztes O-MANT-AdoHcy (26) (2.7mg, 4.4 µmol, 53%) wurde als gelbliches Öl er-
halten.
HPLC (Methode 3): tR =38und 39min.
ESI-MS (Pos. Modus) m/z (%): 618.23 (100) [M+H]+.
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6.3.2.3 Synthese von O-MANT-AdoHcy (23)
N
NN
N
NH2
O
S
COOH
H
N
O
O
OH O O
H
N
TFA, DCM
5 min, RT
C27H35N7O8S
Mol.-Gew.: 617.67 g/mol
N
NN
N
NH2
O
S
COOHH2N
OH O O
H
N
C22H27N7O6S
Mol.-Gew.: 517.56 g/mol
(Exakte Masse: 517.17 u)
26 23
Geschütztes O-MANT-AdoHcy (26) (2.7mg, 4.4 µmol, 1Äq.) wurde in DCM (50 µL) ge-
löst und TFA (50 µL) zugegeben. Es wurde 5min bei RT inkubiert. Der Reaktionsverlauf
wurde mittels rp-HPLC (Methode 3) kontrolliert und das Produkt im Vakuum isoliert.
O-MANT-AdoHcy (23) wurde am Hochvakuum getrocknet und als farbloser Feststoff
(1.7mg, 3.3 µmol, 75%) erhalten.
HPLC (Methode 3): tR =34min.
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ=1.92-2.11 (m, 4H, Hβ), 2.66 (t, 2H, 3J =7.4Hz,
Hγ), 2.81 (s, 1
3
3H, aMANT-CH3), 2.86 (s, 233H,
bMANT-CH3), 2.98-3.12 (m, 2H, H5’),
3.94-4.02 (m, 2H, Hα), 4.14-4.18 (m, 1
3
1H, aH4’), 4.37 (td, 2
3
1H, 3J t =6.4Hz, 3J d =3.0Hz,
bH4’), 4.56-4.62 (m, 1
3
1H, aH3’), 5.16 (m, 2
3
1H, bH2’), 5.49 (dd, 2
3
1H, 3J =3.5Hz, 3J =
3.0Hz, bH3’), 5.90 (dd, 1
3
1H, 3J =5.5Hz, 3J =5.0Hz, aH2’), 6.04 (d, 2
3
1H, 3J =6.4Hz,
bH1’), 6.31 (d, 1
3
1H, 3J =4.5Hz, aH1’), 6.60 (t, 1
3
1H, 3J =7.4Hz, aMANT-H5), 6.65 (t,
2
3
1H, 3J =7.4Hz, bMANT-H5), 6.71 (d, 1
3
1H, 3J =8.4Hz, aMANT-H3), 6.75 (d, 2
3
1H,
3J =8.4Hz, bMANT-H3), 7.43 (ddd, 1
3
1H, 3J =8.5Hz, 3J =6.8Hz, 4J =1.5Hz, aMANT-
H4), 7.46 (ddd, 2
3
1H, 3J =8.5Hz, 3J =6.8Hz, 4J =1.5Hz, bMANT-H4), 7.89 (dd, 1
3
1H,
3J =8.0Hz, 4J =1.4Hz, aMANT-H6), 7.98 (dd, 2
3
1H, 3J =8.0Hz, 4J =1.4Hz, bMANT-
H6), 8.17-8.24 (m, 3H, AdoHcy-NH2, Adenin-H), 8.34 (s, 1H, Adenin-H).
a 2’-O-MANT-AdoHcy, b 3’-O-MANT-AdoHcy
ESI-MS (Pos. Modus) m/z (%): 518.33 (100) [M+H]+.
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6.3.3 Synthese von 6-MANT-AdoHcy (24)
6.3.3.1 Synthese von zweifach geschütztem 6-MANT-AdoHcy (28)
MANT-
Anhydrid 6   ,
DMA, NaOH
pH 9,
1.5 h, 55 °C
C26H40N6O7S
Mol.-Gew.:
580.70 g/mol
C38H56N8O8S
Mol.-Gew.: 784.97 g/mol
(Exakte Masse: 784.39 u)
DMA, NaOH
pH > 14,
3 h, 55 °C
N
NN
N
HN
O
OO
S
H
N
 C34H48N8O8S
Mol.-Gew.: 728.86 g/mol
(Exakte Masse: 728.33 u)
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29
30
28
Dreifach geschütztes 6-Aminobutyl-AdoHcy (27) (10mg, 15.4 µmol, 1Äq.) und MANT-
Anhydrid (29) (90%ig; 4.5mg, 23.1 µmol, 1.5Äq.) wurden in trockenem DMA (308 µL)
gelöst. Nach vollständigem Lösen wurde der pH-Wert mit NaOH-Lösung (10M) auf 9
eingestellt, alle 30min kontrolliert und gegebenenfalls neu eingestellt. Es wurde für 1.5 h
bei 55 °C inkubiert. Die Bildung des dreifach geschützten 6-MANT-AdoHcy (30) wurde
mittels rp-HPLC (Methode 4, 1mL/min) verfolgt.
HPLC (Methode 4, 1 mL/min): tR =44min (30).
ESI-MS (Pos. Modus) m/z (%): 785.40 (100) [M+H]+ (30).
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Anschließend wurde die Reaktionsmischung mit NaOH-Lösung (10M, 60 µL) stark ba-
sisch gemacht. Es bildeten sich 2 Phasen, die kontinuierlich vermischt und bei 55 °C weitere
3 h inkubiert wurden. Der Reaktionsverlauf wurde mittels rp-HPLC verfolgt (Methode 4,
1mL/min). Das Produkt war verteilt über beide Phasen und wurde mit rp-HPLC (Metho-
de 4, 10mL/min) aufgereinigt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Zweifach
geschütztes 6-MANT-AdoHcy (28) (4.4mg, 6 µmol, 39%) wurde als farbloser Feststoff
erhalten.
HPLC (Methode 4, 1 mL/min): tR =27min (28).
HPLC (Methode 4, 10 mL/min): tR =31min (28).
ESI-MS (Pos. Modus) m/z (%): 729.34 (100) [M+H]+, 751.32 (12) [M+Na]+, 767.29
(4) [M+K]+ (28).
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6.3.3.2 Synthese von 6-MANT-AdoHcy (24)
DMSO,
konz. HCl
14 d, RT
N
NN
N
HN
O
OO
S
COOH
H
N
 C34H48N8O8S
Mol.-Gew.: 728.86 g/mol
O
O HN
O HN
N
NN
N
HN
O
OHOH
S
H2N
C26H36N8O6S
Mol.-Gew.: 588.68 g/mol
(Exakte Masse: 588.25 u)
H
N
O HN
COOH
28
24
Zweifach geschütztes 6-MANT-AdoHcy (28) (1.5mg, 2 µmol, 1Äq.) wurde in DMSO
(306 µL) gelöst und mit konz. HCl (27.8 µL) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 14 d
bei RT inkubiert und mit rp-HPLC (Methode 5, 1mL/min) verfolgt. Anschließend wurde
das Produkt mit rp-HPLC (Methode 5, 10mL/min) isoliert und im Hochvakuum getrock-
net. 6-MANT-AdoHcy (24) (0.6mg, 1 µmol, 50%) wurde als farbloser Feststoff erhalten.
HPLC (Methode 5, 1 mL/min): tR =31min.
HPLC (Methode 5, 10 mL/min): tR =25min.
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ=1.51-1.66 (m, 4H, Linker-H2, Linker-H3), 1.91-
2.09 (m, 2H, Hβ), 2.61-2.65 (m, 2H, Hγ), 2.75 (s, 3H, MANT-CH3), 2.80-2.96 (m, 2H,
H5’), 3.23 (dt, 2H, 3J d =6.9Hz, 3J t =6.0Hz, Linker-H4), 3.47-3.53 (m, 2H, Linker-H1),
3.95-4.03 (m, 2H, Hα, H4’), 4.13-4.17 (m, 1H, H3’), 4.74-4.79 (m, 1H, H2’), 5.33 (br. s,
1H, OH), 5.54 (br. s, 1H, OH), 5.89 (d, 1H, 3J =6.0Hz, H1’), 6.53 (t, 1H, 3J =7.4Hz,
MANT-H5), 6.61 (d, 1H, 3J =8.4Hz, MANT-H3), 7.27 (ddd, 1H, 3J =8.8Hz, 3J =7.00Hz,
3J =1.5Hz, MANT-H4), 7.49 (dd, 1H, 3J =7.9Hz, 3J =1.0Hz, MANT-H6), 7.91 (br. s,
1H, Adenin-NH), 8.20 (d, 2H, 3J =3.5Hz, NH2), 8.22 (s, 1H, Adenin-H), 8.28 (t, 1H,
3J =5.5Hz, MANT-NH), 8.34 (s, 1H, Adenin-H).
ESI-MS (Pos. Modus) m/z (%): 589.25 (100) [M+H]+.
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6.4 Molekularbiologische Methoden
Für molekularbiologische Arbeiten wurden Mikroreaktionsgefäße, Pipettenspitzen und
Reinstwasser für 20min bei 121 °C autoklaviert. Sterile Arbeiten wurden in direkter Nä-
he zu einer Bunsenbrennerflamme durchgeführt. Verwendete Gefäße und Medien wurden
ebenfalls autoklaviert. Antibiotika wurden sterilfiltriert. Bakterienkulturen wurden bei
37 °C und 250 rpm inkubiert.
6.4.1 Agarosegelelektrophorese
DNA-Proben wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Agarose (1%) wurde
dazu in einer Mikrowelle in 0.5x-TBE-Puffer (44.5mM Tris-X, 44.5mM Borsäure, 1mM
EDTA, pH 8.0) gelöst, GelRed (1x) hinzugefügt, in eine Gelkammer gegossen und zur
Bildung der Taschen ein Kamm eingesetzt. Nachdem das Gel ausgehärtet war, wurde
der Kamm entfernt und das Gel mit 0.5x-TBE-Puffer übergossen. Die Proben wurden
mit DNA-Ladepuffer (Endkonzentration: 1x) versetzt und zusammen mit einem Marker
aufgetragen. Für ca. 50min wurde eine Spannung von 100V angelegt. Das Gel wurde an-
schließend auf den UV-Transilluminator (312 nm) eines Geldokumentationssystems gelegt
um die DNA-Banden zu visualisieren.
6.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Auftrennung und Detektion von Proteinen erfolgte mittels SDS-PAGE. Es wurden
diskontinuierliche Bis-Tris-Gele verwendet. 3.5x-Bis-Tris-Puffer (1.25M Bis-Tris) wurde
dazu mit HCl auf pH6.5-6.8 gebracht. Die Komponenten für das Trenngel (1x-Bis-Tris-
Puffer, 12% Acrylamid/Bisacrylamid (37.5:1), 0.1%(w/v) APS, 0.04% TEMED) wurden
in einem Gesamtvolumen von 5mL je Gel vermischt, zwischen die Glasplatten in einem
Gießstand gegeben und mit Isopropanol überschichtet. Nach vollständiger Polymerisation
(ca. 15-20min) wurde das Isopropanol mit Wasser ausgespült und der Spalt zwischen den
Glasplatten mit Filterpapier getrocknet. Anschließend wurden die Komponenten für das
Sammelgel (1x-Bis-Tris-Puffer, 5% Acrylamid/Bisacrylamid (37.5:1), 0.1%(w/v) APS,
0.04% TEMED) in einem Gesamtvolumen von 1.5mL zusammengegeben und über das
ausgehärtete Trenngel pipettiert. Zur Formung der Taschen wurde ein Kamm in das noch
flüssige Sammelgel eingesetzt und nach vollständiger Polymerisation (ca. 10min) wieder
entfernt. Die Gele wurden entweder sofort eingesetzt oder eingeschlagen in feuchte Tücher
bis zu 1Monat bei 4 °C aufbewahrt.
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Für die Gelelektrophorese wurden die Gele in eine Gelkammer eingespannt und die
Kammer mit Laufpuffer (50mM MOPS, 50mM Tris-X, 5mM EDTA, 0.1%(w/v) SDS)
gefüllt. Die Proben wurden mit SDS-Ladepuffer (Endkonzentrationen: 50mM Tris, 2.5%
SDS, 10% Glycerin, 320mM β-Mercaptoethanol, 0.05% Bromphenolblau, pH 6.8) ver-
setzt und für ca. 10min auf 95 °C erhitzt. Nach Abkühlen auf RT wurden die Proben kurz
zentrifugiert und anschließend in die Geltaschen überführt. Zusätzlich wurde ein Marker
aufgetragen. Für ca. 90min wurde eine Spannung von 120V angelegt. Anschließend wurde
das Gel aus der Apparatur genommen und die Glasplatten entfernt. Die Proteine wurden
je nach Versuch mittels Fluoreszenz auf dem UV-Transilluminator (312 nm) eines Geldo-
kumentationssystems detektiert, auf einen Western Blot übertragen (siehe Kapitel 6.4.3)
oder mit Coomassie Brilliant Blue gefärbt. Für Letzteres wurde das Gel über Nacht in
Färbelösung (10% Essigsäure, 40% Ethanol, 50% Wasser, 0.05% Coomassie Brilliant
Blue R250) und anschließend für 1-2 h in Entfärbelösung (10% Essigsäure, 40% Ethanol,
50% Wasser) gelegt.
6.4.3 Western Blot
Biotinylierte Proteine wurden nach der Auftrennung mittels SDS-PAGE durch Semi-Dry
Western Blot visualisiert. Dazu wurden Filterpapier, Nitrocellulosemembran und SDS-Gel
in Blotpuffer (25mM Tris-X, 192mM Glycin, 20%(v/v) Methanol, pH 8.3-8.8) getränkt
und in der Reihenfolge 2x Filter - Membran - Gel - 2x Filter auf die Anode einer Western
Blot-Apparatur geschichtet. Nach Entfernen aller Blasen zwischen den Schichten wurde
mit wenig Blotpuffer übergossen und der Deckel (Kathode) der Apparatur geschlossen. Je
Blot wurden für 45min 75mA angelegt um die Proteine auf die Membran zu übertragen.
Diese wurde anschließend mit Ponceau S-Lösung (0.5% Ponceau S, 1% Essigsäure) gefärbt
um die erfolgreiche Übertragung aller Proteine zu überprüfen. Anschließend wurde die
Membran bei 4 °C über Nacht mit BSA in PBS-T-Puffer (2.5% BSA, 140mM NaCl,
2.5mM KCl, 2mM Na2HPO4, 1.45mM KH2PO4, 0.05% Tween 20, pH7.5) geblockt.
Zur Detektion der biotinylierten Proteine wurde die Membran für 60min bei RT mit
0.1% Avidin D-Meerrettichperoxidase-Konjugat in PBS-T-Puffer mit 2.5% BSA inku-
biert. Anschließend wurde für jeweils 10min mit PBS-T-Puffer gewaschen. Die Membran
wurde nun auf das Tablett eines Lumineszenzanalysators gelegt und mit der H2O2- und der
Luminol-Komponente des SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (je 500 µL)
versehen. Resultierende Chemolumineszenz wurde mit der Kamera des Analysators do-
kumentiert.
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6.4.4 Herstellung elektrokompetenter DH5α-Zellen und Elektroporation
Je 2mL einer Übernachtkultur (5mL LB) mit DH5α-Zellen wurden in LB-Medium (2 x
200mL LB) gegeben und bis zu einer OD600 von 0.4-0.5 inkubiert. Die Zellkultur wurde
20min auf Eis gekühlt und anschließend für 20min bei 3500 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Die Zellen wurden in kaltem Wasser (100mL) resuspendiert und wiederum 15min ab-
zentrifugiert. Auf die gleiche Weise wurde mit 10%igem Glycerin (2 x 50mL, 1 x 10mL)
gewaschen. Die Zellen wurden in 10%igem Glycerin (400 µL) aufgenommen, aliquotiert,
mit flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
Für die Transformation der elektrokompetenten Zellen wurden diese 20-30min auf
Eis aufgetaut. Plasmid-DNA (100 ng) wurde zugegeben, das Gemisch ca. 1min auf Eis
inkubiert und anschließend in eine gekühlte Elektroporationsküvette überführt. Die Zellen
wurden in einem Elektroporator einer Spannung von 1.8 kV ausgesetzt und sofort mit
LB-Medium (600 µL) versetzt. Die Zellsuspension wurde in einem Reagenzglas für 50min
bei 220 rpm und 37 °C inkubiert und anschließend auf LB-Platten mit entsprechendem
Antibiotikum ausgestrichen.
6.4.5 Ortsgerichtete Mutagenese
Die ortsgerichtete Mutagenese der MTase Set7/9 wurde nach dem QuickChange XL Pro-
tokoll (Stratagene) durchgeführt. Zunächst wurde das Plasmid des WT pET28b-Set7/944
isoliert. Dazu wurde eine Übernachtkultur (5mL LB+Kan) mit den plasmidtragenden
DH5α-Zellen angeimpft. Die Zellen wurden zentrifugiert (5min bei 6.6 rpm) und das Plas-
mid mit einem QIAprep Spin Miniprep Kit isoliert und in 50 µL Wasser aufgenommen. Die
Plasmidkonzentration wurde mittels UV/Vis-Spektroskopie in Tris-HCl (10mM, pH 7.5)
ermittelt. Das Plasmid wurde bei -20 °C gelagert.
Für den Basenaustausch im Plasmid wurde die PCR mit zwei entgegengesetzten muta-
genen Primern durchgeführt. Dazu wurden Templat (1 ng/µL), Primer (je 0.2 µM), Pfu-
Polymerase (0.075 u/µL), dNTP-Mix (0.2mM), 1x-Pfu-Puffer und MgSO4 (2.5mM) in ei-
nem Gesamtvolumen von 100 µL zusammengegeben. Die PCR wurde nach dem in Tab. 6.1
dargestellten Temperaturprogramm durchgeführt.
Der 100 µL-Ansatz wurde geteilt und die Hälfte mit der Restriktionsendonuklease
R.DpnI (15 u auf 50 µL PCR-Ansatz) versetzt. Je 25 µL wurden abgenommen, um den
Erfolg der Templatfragmentierung mit Agarosegelelektrophorese zu überprüfen. Als Kon-
trolle wurde zusätzlich eine entsprechende Menge Templat aufgetragen. Für die Elektro-
poration wurden 15 µL aus dem Ansatz mit R.DpnI verwendet. Die Zellen wurden auf
Platten (LB+Kan) ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit drei Transfor-
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manden wurden Übernachtkulturen (je 5mL LB+Kan) hergestellt. Das Plasmid wurde
wiederum mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit isoliert und die Konzentration mittels
UV/Vis-Spektroskopie bestimmt. Anschließend wurden die Proben vom Zeda Sequencing
Service des Fraunhofer IME (Aachen) sequenziert. Das korrekte Plasmid wurde zur Her-
stellung des mutierten Enzyms mittels Elektroporation in BL21-Gold(DE3) eingeführt,
daraus eine Dauerkultur mit 50% Glycerin hergestellt und bei -80 °C gelagert.
Tabelle 6.1: Temperaturprogramm für die PCR.
Zyklen Temperatur Zeit
1x 95 °C 1min
95 °C 50 s
18x 73.5 °C 50 s
72 °C 12min
1x 72 °C 7min
6.4.6 Proteinpräparation
Für die Präparation der MTase Set7/9WT bzw. dessen Variante Set7/9Y305L wur-
de der mit dem entsprechenden Plasmid pET28b-Set7/944 bzw. pET28b-Set7/9-Y305L
(siehe Kapitel 6.4.5) transformierte Expressionsstamm BL21-Gold(DE3) auf LB-Platten
(LB+Kan+Tet) selektiert. Anschließend wurde mit einem Transformanden eine Über-
nachtkultur (100mL TB+Kan+Tet) angeimpft. Mit dieser wurde eine weitere Kultur
(4 x 250mL TB+Kan+Tet) auf eine OD600 von 0.1 angeimpft und bis zu einer OD600 von
etwa 0.6 inkubiert. Anschließend wurde mit IPTG (1mM) induziert und für weitere 3 h
bei 220 rpm und 37 °C inkubiert. Die Kultur wurde für 20min bei 4 °C und 3500 rpm
zentrifugiert und das Pellet bei -20 °C gelagert.
Zum Aufschluss wurde das Zellpellet auf Eis aufgetaut und in Lysepuffer (4mL/g Zell-
masse; 50mM NaH2PO4, 500mM NaCl, 5mM β-Mercaptoethanol, pH 7.0) resuspendiert.
Anschließend wurde der Proteaseinhibitor PMSF (0.1mM) zugegeben und mittels Ultra-
schall aufgeschlossen (6 x 2min mit je 1min Pause, Output 10-20%, Outputcontrol: 6).
Die Suspension wurde 1 h bei 17000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde
abgetrennt und zweimal über eine mit Lysepuffer (5 SV) äquilibrierte Nickel-NTA-Säule
(4mL aufgeschlämmte Nickel-NTA-Agarose; SV: 2mL) gegeben. Anschließend wurde mit
Lysepuffer (10 SV) gewaschen und mit Elutionspuffer (5 SV; 50mM NaH2PO4, 500mM
NaCl, 5mM β-Mercaptoethanol, 150mM Imidazol, pH 7.0) eluiert. Über Nacht wurde
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das aufgereinigte Lysat gegen Lagerpuffer (2 x 1L; 20mM Tris-X, 150mM NaCl, 10mM
β-Mercaptoethanol, pH 8.0) dialysiert. Nach Aufkonzentrieren der Enzymlösung wurde
diese aliquotiert, schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Es wurden 54mg Set7/9WT
und 59mg Set7/9Y305L erhalten.
6.4.7 Entfernen von enzymgebundenem Cofaktor
Die Befreiung der Enzyme Set7/9WT und Set7/9Y305L von natürlichem Cofaktor
AdoMet (1) erfolgte mittels FPLC (siehe auch Kapitel 6.2.2). Eine Anionenaustauscher-
säule (50mL DEAE Sepharose Fast Flow) wurde mit Waschpuffer (5 SV; 20mM Tris-X,
10mM β-Mercaptoethanol, 50mM NaCl, pH 8.0) äquilibriert. Enzym (50mg) in Lager-
puffer wurde mit dem doppelten Volumen Puffer A (20mM Tris-X, 10mM β-Mercapto-
ethanol, pH 8.0) verdünnt, um den NaCl-Gehalt auf Startbedingungen einzustellen. An-
schließend wurde das Protein auf die Säule gegeben und mit Waschpuffer (20 L, Fluss:
7.5mL/min) gewaschen. Das Protein wurde mit einem linearen Gradienten (5 SV) von
Waschpuffer zu Puffer B (20mM Tris-X, 10mM β-Mercaptoethanol, 1M NaCl, pH 8.0)
eluiert und im Fraktionssammler aufgefangen. Die Proteine eluierten bei einem Salzge-
halt von ca. 450mM bis 600mM. Die Produktfraktionen wurden durch UV-Detektion
bei 260 nm ermittelt und vereinigt. Das aufkonzentrierte Protein (40mg, 80%) wurde ali-
quotiert, schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Zur Überprüfung der Cofaktorbefreiung
wurde Enzym (10 nmol) 10min in HPLC-Puffer (1mL; 30% Acetonitril, 70% Wasser,
0.01% TFA) inkubiert, das denaturierte Enzym abzentrifugiert und die Menge an noch
vorhandenem AdoMet (1) mittels rp-HPLC (Methode 6; tR(AdoMet)= 7min) ermittelt.
6.5 Biochemische Methoden
6.5.1 Zweistufige Markierung von Histon H3
Für die zweistufige Markierung von H3 wurde im ersten Schritt die Modifikation von H3
mittels enzymatischer Übertragung der Seitenkette eines Cofaktoranalogons durchgeführt.
Die Komponenten der Modifikationsreaktion wurden in einem Gesamtvolumen von 20 µL
(bei Auswertung mittels Western Blot 10 µL) vermischt. Dazu wurde Modifikationspuffer
(50mM Tris-HCl, 5% Glycerin, pH 8.5) vorgelegt und H3 (10-100 µM), Cofaktoranalogon
(10-600 µM Epimerengemisch) und MTase (10-100 µM) in dieser Reihenfolge zugegeben.
Die Komponenten wurden durch mehrmaliges auf- und abpipettieren vermischt, der pH-
Wert wurde überprüft und die Versuchsansätze wurden für 2-120min bei RT oder 37 °C
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inkubiert.
Im zweiten Schritt wurde mittels Clickreaktion die Reportergruppe mit dem modifizier-
ten H3 verknüpft. Für diese Markierungsreaktion wurden je 5 µL (bei Auswertung mittels
Western Blot 2.5 µL) eines Clickmixes (5x in H2O; 3mM CuSO4, 3mM THPTA, 250mM
Natriumascorbat und TAMRA-Alkin (11) bzw. TAMRA-Azid (12) bzw. Biotinalkin (13)
bzw. Biotinazid (14) in zweifachem Überschuss zur eingesetzten Konzentration des Co-
faktoranalogons) zu jedem Ansatz gegeben. Die Reaktionsgefäße wurden mit Alufolie
vor Licht geschützt und 1 h bei RT inkubiert. Ansätze mit Biotin wurden durch Zugabe
von SDS-Ladepuffer gestoppt und sofort mittels SDS-PAGE und anschließendem Western
Blot analysiert. In Ansätzen mit TAMRA wurde der überschüssige Fluorophor unmittel-
bar nach der Clickreaktion mittels Fällen und Waschen der Proteine entfernt („Click-iT
Protein Reaction Buffer Kit“ Invitrogen, siehe unten). Alternativ konnte die Gelelek-
trophorese bei niedrigen Konzentrationen von TAMRA oder hohen Signalstärken auch
ohne Fällen der Proteine durchgeführt werden. Da der überwiegende Teil der TAMRA-
modifizierten Moleküle schneller durch das SDS-Gel läuft als die Proteine, wurde dazu
die Gelelektrophorese verlängert. Überschüssiger Fluorophor lief so mit der Lauffront aus
dem Gel heraus.
Zum Fällen der Proteine wurden zu jedem Ansatz Methanol (75 µL), Chloroform
(18.8 µL) und Wasser (50 µL) gegeben und nach jeder Zugabe kurz gevortext. Die Proben
wurden für 5min bei 16000 g zentrifugiert. Anschließend wurde die obere Phase entfernt,
ohne die Grenzfläche mit dem Protein zu zerstören. Weiteres Methanol (56.3 µL) wur-
de zugegeben, gevortext und für 5min bei 16000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde
verworfen und das Pellet nochmals mit Methanol (56.3 µL) gewaschen und für 5min bei
16000 g zentrifugiert. Wiederum wurde der Überstand entfernt und das Pellet zum Trock-
nen im Reaktionsgefäß mit fusselfreiem Tuch abgedeckt. Nach 15-30min wurde das Pellet
in 1x-SDS-Ladepuffer (20 µL) aufgenommen. Dabei wurde mehrmals die Gefäßwand ab-
gespült um das Pellet vollständig zu lösen. Die Proben wurden erhitzt und anschließend
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Biotinylierte Proteine wurden durch Western Blot und
fluoreszenzmarkierte Proteine auf dem UV-Tisch visualisiert. Für eine Beladungskontrolle
wurden Western Blots mit Ponceau S und Gele mit Coomassie Brilliant Blue gefärbt.
6.5.2 Zweistufiges Markierungsverfahren mit spannungsinduzierter
Clickreaktion (SPAAC)
Für das zweistufige Markierungsverfahren mit spannungsinduzierter Clickreaktion wurde
zunächst die Modifikation wie in Kapitel 6.5.1 beschrieben mit H3 (10 µM), SeAdoEthyl-
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azid (9) (600 µM) und Set7/9Y305L (10 µM) durchgeführt (2 h, 37 °C). Für die Mar-
kierung mittels spannungsinduzierter Azid-Alkin-Cycloaddition (SPAAC) wurde Biotin-
DBCO (15) (130 µM) oder Biotin-BCN (16) (600 bzw. 2400 µM) zugegeben und 1 h bei
RT inkubiert. Da Biotin-DBCO (15) aufgrund seiner schlechten Wasserlöslichkeit nur
130 µM eingesetzt werden konnte, musste in diesem Fall zuvor SeAdoEthylazid (9) aus
dem Gemisch entfernt werden. Dazu wurde das Reaktionsgemisch mit Zeba Spin Desal-
ting Säulen aufgereinigt. Im Anschluss an das Markierungsverfahren wurden die Proteine
mittels Western Blot analysiert.
6.5.3 Proteinarrays
Die Substratanalyse von Set7/9Y305L auf Proteinarrays bestand, wie beim zweistufigen
Markierungsverfahren in Lösung, aus der Modifikationsreaktion und der Markierungsre-
aktion. Vor und nach jeder der beiden Reaktionen wurden die Arrays mit einer Reihe
verschiedener Lösungen gründlich gewaschen. Um jeweils die Lösungsreste des vorher-
gehenden Waschschrittes zu entfernen, wurden die Arrays zuerst kurz in der aktuellen
Waschlösung (ca. 10mL) geschwenkt und diese verworfen. Anschließend wurde frische
Waschlösung (ca. 15mL) draufgegeben und bei RT auf einem Horizontalschüttler bei
50 rpm gewaschen. Die Zeiten je Waschschritt auf dem Schüttler betrugen vor und nach
der Modifikationsreaktion 10min und nach der Markierungsreaktion 15min. Die verwen-
deten Waschlösungen sind in Tab. 6.2 aufgeführt.
Tabelle 6.2: Verwendete Waschlösungen und -puffer.
Lösung/Puffer Zusammensetzung
Modifikationspuffer Tris-HCl (50mM), Glycerin (5%), pH8.5
Markierungspuffer HEPES (100mM), pH7.5
BSA in PBS-T-Puffer BSA* (1%(w/v)), NaCl (140mM), KCl (2.5mM), Na2HPO4
(2mM), KH2PO4 (1.45mM), Tween 20 (0.05%), pH7.5
Synthetic Block in
PBS-T-Puffer
1x-Synthetic Block, NaCl (140mM), KCl (2.5mM), Na2HPO4
(2mM), KH2PO4 (1.45mM), Tween 20 (0.05%), pH7.5
SDS-Lösung SDS (0.5%(w/v)) in Wasser
Hochsalzpuffer Tris-HCl (50mM), NaCl (1M), EDTA (1mM), Octyl-β-D-
glucopyranosid (0.05%(w/v)), pH 7.5
*heat shock fraction
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6.5.3.1 PATH Testarrays
Zunächst wurden Testreaktionen auf PATH Protein Microarray Slides durchgeführt. Hier-
zu wurden die Arrays von der Rückseite mit einem Glasschneider in drei Teile geteilt. Die
Teile wurden in eine Petrischale gelegt und mit je 0.5 µL-Tröpfchen verschiedener Prote-
inlösungen (je 0.25 µg/µL in 1x-Printing Buffer) versehen. Die Proteine wurden immer
in Duplikaten aufgetragen. Neben dem Substrat Histon H3 (von NEB sowie selbst her-
gestelltes) wurde die funktionelle Variante H3K9A aufgetragen. Als Negativkontrollen
wurden zudem die nicht funktionelle Variante H3K4A sowie die Nichtsubstratproteine
BSA und RF1 aufgetragen. Um ausschließlich die Markierungsreaktion auf Testarrays
zu kontrollieren, wurde zudem Histon H3 zuvor in Lösung mit SeAdoPropin (7) modi-
fiziert (siehe Modifikationsreaktion in Kapitel 6.5.1) und anschließend nach Anleitung
des Histone Purification Kit, Step 5: Precipitation of Histone Proteins (Active Motif)
gefällt. Dazu wurden die Proteinlösungen mit 70%iger Perchlorsäure (Endkonzentration:
4%) versetzt und bei 4 °C über Nacht inkubiert. Anschließend wurde für 1 h bei 4 °C und
16000 g zentrifugiert und der Überstand entsorgt. Das Pellet wurde mit 4%iger Perchlor-
säure gewaschen und ohne zu vortexen für 5min bei 4 °C und 16000 g zentrifugiert. Der
Überstand wurde soweit entfernt, dass das Pellet nicht zerstört wurde. Auf dieselbe Weise
wurde ein weiteres Mal mit 4%iger Perchlorsäure, zweimal mit HCl (0.2%) in Aceton und
zweimal mit reinem Aceton gewaschen. Anschließend wurde das Pellet für 20min an der
Luft trocknen gelassen und zur gewünschten Konzentration (1 µg/µL) in H2O aufgenom-
men. Die Lösung mit alkinyliertem Protein wurde ebenfalls in Printing Buffer auf die
Arrays aufgetragen. Zum Trocknen wurden die Arrays 6 Tage im Exsikkator über Blaugel
mit leichtem Vakuum gelagert.
Zu Beginn des zweistufigen Markierungsverfahrens wurden die Arrays für 90min bei
RT in 1x-Rotiblock-Lösung (15mL) geblockt. Um Beschädigungen zu vermeiden wur-
den die einzelnen Teilarrays in je einer Petrischale behandelt. Nach dem Blockieren wur-
de auf dem Schüttler 5min mit Modifikationspuffer inkubiert. Die Arrays wurden von
der Rückseite mit fusselfreien Tüchern getrocknet. Frisch hergestellte Modifikationslösung
(40 µL je Teilarray; Modifikationspuffer, 0.1%(w/v) CHAPS, 20-200 µM Epimerengemisch
SeAdoPropin (7), 10 µM Set7/9Y305L) wurde auf je einen Array gegeben und dieser so-
fort mit einem LifterSlip Deckgläschen blasenfrei abgedeckt. Parallel zum Hauptansatz
wurden Kontrollen ohne SeAdoPropin (7) bzw. ohne Set7/9Y305L durchgeführt. Nach
10min Reaktionszeit bei RT wurde das Deckgläschen wieder entfernt. Dabei wurde darauf
geachtet dieses durch Kippen vom Array zu lösen und nicht über den Array zu schieben,
um eine Beschädigung der Proteine auf dem Array zu vermeiden. Die Arrays wurden
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sofort in Modifikationspuffer gelegt. Anschließend wurde einmal mit Modifikationspuf-
fer, zweimal mit BSA in PBS-T-Puffer, zweimal mit SDS-Lösung, zweimal mit BSA in
PBS-T-Puffer und einmal mit Markierungspuffer gewaschen. Für die Markierungsreaktion
wurden die Arrays wieder von der Rückseite getrocknet, frisch hergestellte Markierungs-
lösung (Markierungspuffer, 0.6mM CuSO4, 0.6mM THPTA, 50mM Natriumascorbat,
0.1mM Alexa 647-Azid) draufgegeben, mit Deckgläschen abgedeckt und 1 h bei RT inku-
biert. Um den Fluorophor vor Licht zu schützen wurden die geschlossenen Petrischalen ab
der Markierungsreaktion mit Alufolie verdunkelt. Nach 1 h wurden die Deckgläschen wie-
der entfernt und die Arrays sofort zu BSA in PBS-T-Puffer gegeben. Anschließend wurde
zweimal mit BSA in PBS-T-Puffer, zweimal mit SDS-Lösung, viermal mit BSA in PBS-
T-Puffer und je nach Ansatz dreimal mit Hochsalzpuffer gewaschen. Zum Schluss wurden
die Arrays gründlich mit Wasser abgespült und von der Rückseite mit einem fusselfreien
Tuch getrocknet. Zum vollständigen Trocknen wurden die Arrays in Polypropylen Röhr-
chen („Falcons“) gelegt und bei RT und 200 g für 2min zentrifugiert. Die Analyse der
Arrays erfolgte auf einem Fluoreszenzscanner bei λEx =633 nm und λEm =670± 30 nm.
6.5.3.2 ProtoArrays
Das zweistufige Markierungsverfahren auf ProtoArray Human Protein Microarrays wurde
im Wesentlichen wie auf den PATH Testarrays durchgeführt (siehe Kapitel 6.5.3.1). Da
die ProtoArrays bereits alle Proteine enthielten, wurden diese bei -20 °C gelagert und vor
Verwendung innerhalb von 20min auf 4 °C gebracht. Zudem wurde zur Vermeidung von
Staub an einer sterilen Werkbank gearbeitet und alle Puffer vorher mikrofiltriert. Die Ar-
rays wurde bei 4 °C geblockt. Alle Waschschritte wurden ebenfalls bei 4 °C durchgeführt.
Insgesamt wurden drei Versuche auf ProtoArrays durchgeführt. Für die ersten beiden
Versuche wurde mit 1x-RotiBlock-Lösung geblockt und in Modifikationspuffer gewaschen.
Die Modifikationslösung (Modifikationspuffer, 0.1%(w/v) CHAPS, 100 µM Epimerenge-
misch SeAdoPropin (7), 10 µM Set7/9Y305L cofaktorbefreit bzw. -unbefreit) und die
Markierungslösung (Markierungspuffer, 0.6mM CuSO4, 0.6mM THPTA, 50mM Natri-
umascorbat, 0.1mM Alexa 647-Azid) wurden in einem Volumen von jeweils 120 µL auf
die Arrays gegeben und unter LifterSlip Deckgläschen, wie in Kapitel 6.5.3.1 beschrie-
ben, inkubiert. Zusätzlich zum Hauptansatz wurde jeweils ein Kontrollarray ohne MTase
durchgeführt. Die Markierungsreaktion fand unter Lichtausschluss statt. Die Waschschrit-
te erfolgten analog zu denen auf PATH Testarrays (siehe Kapitel 6.5.3.1).
Für den dritten Versuch auf ProtoArrays wurden diese mit 1x-Synthetic Block in Blo-
ckierungspuffer (50 mM HEPES, pH7.5, 200 mM NaCl, 0.08% TritonX-100, 25% Gly-
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cerol und 20 mM reduziertes Glutathion) geblockt und anschließend zweimal mit Mo-
difikationspuffer gewaschen. Die Modifikations- und die Markierungsreaktion erfolgte in
kleinen Gefäßen (quadriPERM), in denen die Arrays vollständig mit einem Lösungsvo-
lumen von 5mL bedeckt wurden (Modifikationslösung: Modifikationspuffer, 0.1%(w/v)
Tween 20, 10 µM Epimerengemisch SeAdoPropin (7), 1 µM Set7/9Y305L cofaktorbefreit;
Markierungslösung: Markierungspuffer, 0.6mM CuSO4, 0.6mM THPTA, 50mM Natri-
umascorbat, 10 µM Alexa 647-Azid). Nach der Modifikationsreaktion wurde einmal mit
Modifikationspuffer, dreimal mit SDS-Lösung, zweimal mit Wasser und einmal mit Mar-
kierungspuffer gewaschen. Nach der Markierungsreaktion wurde unter Lichtausschluss
zweimal mit SDS-Lösung, einmal mit Wasser, zweimal mit BSA in PBS-T-Puffer, dreimal
mit 1x-Synthetic Block in PBS-T-Puffer und dreimal mit Hochsalzpuffer gewaschen.
Die ProtoArrays wurden wie in Kapitel 6.5.3.1 beschrieben getrocknet und mit einem
Microarrayscanner bei einer Exzitationswellenlänge von 635 nm (und 532 nm) und einer
Auflösung von 10 µm gescannt.
6.5.4 Fluoreszenztitrationen
Fluoreszenztitrationen wurden bei 24 °C im Fluoreszenzspektrometer (siehe auch Kapi-
tel 6.2.4) durchgeführt. Für alle Titrationen wurde eine Lösung A mit allen Startkompo-
nenten und eine Lösung B, die zusätzlich die Komponente enthielt, deren Konzentration
während der Titration erhöht wurde, hergestellt. Die genauen Zusammensetzungen sind
in Tab. 6.3 aufgeführt. Um Konzentrationsunterschiede der beiden Lösungen zu vermeiden
wurde zunächst eine 2x-Stammlösung mit allen gemeinsamen Komponenten angefertigt,
aus der die Lösungen A und B hergestellt wurden.
Bei Direkttitrationen mit der MTase M.TaqI wurde zusätzlich zu Lösung ADirekt (siehe
Tab. 6.3) ein entsprechendes Volumen M.TaqI-Lagerpuffer (20mM Tris-Acetat, 10mM
Mg-Acetat, 50mM K-Acetat, 1mM DTT, 300mM KCl, 50% Glycerin, pH 7.4) gege-
ben, um einen möglichen Einfluss des Glycerins auf die Titrationen durch Zugabe von
M.TaqI in Lagerpuffer in Lösung BDirekt auszugleichen. Bei der Direkttitration von M.TaqI
mit N -MANT-AdoHcy (22) wurde außerdem Triton X-100 (0.01%) statt Triton X-100
reduced (0.03%) verwendet.
Die Lösungen wurden auf RT gebracht um Temperaturunterschiede während der Ti-
tration zu vermeiden. Lösung A (500 µL) wurde in der Küvette vorgelegt, Lösung B
(insg. 500 µL) schrittweise hinzugefügt und mit einer 500 µL-Hamiltonspritze vermischt.
Die Fluoreszenzintensität wurde bei λEx =360 nm und λEm =440 nm mit der Anwendung
Kinetics gemessen (Einstellungen siehe Anhang). Bei jeder Zugabe wurde die Zeit notiert
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und die Fluoreszenzwerte zwischen den Zugaben jeweils gemittelt. Bei Direkttitrationen
wurde nach dem letzten Titrationsschritt AdoMet (1) (1 µL, 1M) zugegeben um die Ver-
drängung des MANT-Cofaktoranalogons zu prüfen. Vor und nach einer Titration sowie
nach Zugabe von AdoMet (1) wurden mit der Anwendung Scan Fluoreszenzspektren auf-
genommen (λEx =360 nm, λEm =400-600 nm, für weitere Einstellungen siehe Anhang). Die
Berechnung der Dissoziationskonstanten aus den Titrationen wurde mit dem Programm
Microsoft Office Excel Solver durchgeführt. Für die Fehlerberechnung wurde das Makro
SolvStat125 verwendet. Details zu den Berechnungen sind im Anhang erläutert.
Tabelle 6.3: Zusammensetzungen der Lösungen für Fluoreszenztitrationen.
Lösung Zusammensetzung
ADirekt Puffer*, Triton X-100 reduced (0.03%) (für M.TaqI und Set7/9), MANT-
Cofaktoranalogon (1 µM für M.Taq und Set7/9 bzw. 2 µM für NovO)
BDirekt Lösung ADirekt, MTase (10-50 µM)
AVerdrängung Puffer*, Triton X-100 reduced (0.03%) (für M.TaqI und Set7/9), MANT-
Cofaktoranalogon (1 µM für M.Taq und Set7/9 bzw. 2 µM für NovO),
M.TaqI (5 µM) bzw. Set7/9WT (10 µM) bzw. Set7/9Y305L (10 µM)
bzw. NovO (32 µM)
BVerdrängung Lösung AVerdrängung, AdoMet (1) bzw. AdoHcy (2) bzw. SeAdoPropin (7)
(50-2000 µM)
* M.TaqI-Puffer: Tris-Acetat (20mM), Mg-Acetat (10mM), K-Acetat (50mM), DTT
(1mM), pH7.9
Set7/9-Puffer: Tris-HCl (50mM), pH8.5
NovO-Puffer: Na-Phosphat (50mM), pH6.5
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A Anhang
A.1 Berechnungen Direkttitrationen
Die Bindung eines Liganden an ein Enzym wird durch die Gleichung
E + A⇋ EA (A.1)
beschrieben, wobei E das freie Enzym, A der freie Ligand und EA der Komplex aus Enzym
und Ligand sind. Die Dissoziationskonstante ergibt sich aus dem Massenwirkungsgesetz
für die Dissoziation und ist definiert als
KD =
[E] · [A]
[EA]
, (A.2)
wobei [E], [A] und [EA] die jeweiligen Konzentrationen der Komponenten sind.
Mit den Gleichungen zur Massenerhaltung
[E] = [E]0 − [EA] (A.3)
[A] = [A]0 − [EA] (A.4)
ergibt sich
KD =
([E]0 − [EA]) · ([A]0 − [EA])
[EA]
, (A.5)
wobei [E]0 und [A]0 die jeweiligen Gesamtkonzentrationen sind. Gleichung A.5 ist eine
quadratische Gleichung, die nach Null aufgelöst und unter Anwendung der p-q-Formel
[EA] =
[E]0 + [A]0 +KD
2
±
√√√√( [E]0 + [A]0 +KD
2
)2
− [E]0 · [A]0 (A.6)
115
A Anhang
ergibt, wobei nur die Lösung mit negativer Wurzel physikalisch relevant ist.
Die Gesamtfluoreszenz F errechnet sich anteilig aus der Fluoreszenz des freien Liganden
FA und der des gebundenen Liganden FEA zu
F = [A] · FA + [EA] · FEA . (A.7)
F(berechnet) lässt sich somit durch Einsetzen der Gleichungen A.4 und A.6 in Gleichung
A.7 berechnen. F(experimentell) ergibt sich aus den Titrationsdaten. [A]0 ist eine kon-
stante Größe. [E]0 wird durch Zugabe während der Titration vorgegeben. FA, FEA und
die Dissoziationskonstante KD sind anzupassende Parameter.
Nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate ist
∑
[F (experimentell)− F (berechnet)]2 (A.8)
zu minimieren. Durch die Anpassung ergibt sich die Dissoziationskonstante KD.
A.2 Berechnungen Verdrängungstitrationen (nach Wang126)
Die Dissoziationskonstante KD(B) eines Liganden B ist definiert als
KD(B) =
[E] · [B]
[EB]
⇔ [B] = KD(B) · [EB]
[E]
(A.9)
mit [B] als Konzentration des kompetitiven, nicht fluoreszierenden Liganden B und [EB]
als Konzentration des Komplexes aus Enzym und Ligand B.
Durch Verdrängen des fluoreszierenden Liganden A mit bekannter Dissoziationskonstante
KD(A) =
[E] · [A]
[EA]
⇔ [A] = KD(A) · [EA]
[E]
(A.10)
und unter Zuhilfenahme der Gleichungen zur Massenerhaltung
[A]0 = [A] + [EA] (A.11)
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[B]0 = [B] + [EB] (A.12)
[E]0 = [E] + [EA] + [EB] (A.13)
lässt sich KD(B) bestimmen:
Dazu ergibt sich aus den Gleichungen A.10 und A.11 bzw. A.9 und A.12
[EA] =
[A]0 · [E]
KD(A) + [E]
(A.14)
[EB] =
[B]0 · [E]
KD(B) + [E]
. (A.15)
Einsetzen der Gleichungen A.14 und A.15 in Gleichung A.13 ergibt die kubische Gleichung
[E]3 + a · [E]2 + b · [E] + c = 0 (A.16)
a = KD(A) +KD(B) + [A]0 + [B]0 − [E]0 (A.17)
b = KD(A) · ([B]0 − [E]0) +KD(B) · ([A]0 − [E]0) +KD(A) ·KD(B) (A.18)
c = −[E]0 ·KD(A) ·KD(B) . (A.19)
Durch die Substitution
[E] = u−
(
a
3
)
(A.20)
wird die kubische Gleichung A.16 zu
u3 − q · u− r = 0 (A.21)
q =
a2
3
− b , (A.22)
r = − 2
27
· a3 + 1
3
· a · b− c (A.23)
mit der Diskriminanten
∆ =
r2
4
− q
3
27
. (A.24)
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Mit ∆ < 0 ergibt sich die einzige physikalisch relevante Lösung der Gleichung A.21 zu
u =
2
3
√
a2 − 3b · cosθ
3
(A.25)
θ = arccos
−2a3 + 9ab− 27c
2
√
(a2 − 3b)3
. (A.26)
Durch Einsetzen der Gleichung A.25 in A.20 ergibt sich
[E] =
2
3
√
a2 − 3b · cosθ
3
− a
3
. (A.27)
Die Gesamtfluoreszenz F errechnet sich anteilig aus der Fluoreszenz des freien fluoreszie-
renden Liganden FA und der des gebundenen fluoreszierenden Liganden FEA zu
F = [A] · FA + [EA] · FEA . (A.28)
Einsetzen der Gleichungen A.11 und A.14 ergibt
F = [A]0 · FA −
[A]0 · [E]
KD(A) + [E]
· (FA + FEA) . (A.29)
wobei [E] durch die beschriebenen Gleichungen von den Variablen KD(A), KD(B), [A]0,
[B]0 und [E]0 abhängt. KD(A), [A]0 und [E]0 sind konstante Größen. [B]0 wird durch
die Zugabe während der Titration vorgegeben. FA, FEA und KD(B) sind anzupassende
Parameter. F(berechnet) kann somit nach Gleichung A.29 berechnet werden, während
sich F(experimentell) aus den Titrationsdaten ergibt. Nach der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate ist
∑
[F (experimentell)− F (berechnet)]2 (A.30)
zu minimieren. Durch die Anpassung ergibt sich die Dissoziationskonstante KD(B) des
kompetitiven Liganden.
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A.3 Nicht normierte Spektren zu den Fluoreszenztitrationen
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Abbildung A.1: Unnormierte Fluoreszenzspektren der MANT-Cofaktoranaloga (1 µM)
mit M.TaqI, jeweils vor der Titration (schwarz), nach der Titration mit 10 µM MTase (blau)
und nach Zugabe von 1mM AdoMet (1) zur Verdrängung der Fluoreszenzsonde (rot).
119
A Anhang
Set7/9WT
400 450 500 550 600
0
20
40
60
80
100
120
140
400 450 500 550 600
0
20
40
60
80
100
120
140
400 450 500 550 600
0
20
40
60
80
100
120
140
400 450 500 550 600
0
20
40
60
80
100
120
140
400 450 500 550 600
0
20
40
60
80
100
120
140
400 450 500 550 600
0
20
40
60
80
100
120
140
6-MANT-Ado (19) 
 0 µM Set7/9 WT
 10 µM Set7/9 WT
 1 mM AdoMet (1)
R
el
. F
lu
or
es
ze
nz
 /a
.u
.
(
ex
 =
 3
60
 n
m
)
Wellenlänge /nm
7-MANT-Ado (20)
 0 µM Set7/9 WT
 10 µM Set7/9 WT
 1 mM AdoMet (1)
R
el
. F
lu
or
es
ze
nz
 /a
.u
.
(
ex
 =
 3
60
 n
m
)
Wellenlänge /nm
8-MANT-Ado (21)
 0 µM Set7/9 WT
 10 µM Set7/9 WT
 1 mM AdoMet (1)
R
el
. F
lu
or
es
ze
nz
 /a
.u
.
(
ex
 =
 3
60
 n
m
)
Wellenlänge /nm
N-MANT-AdoHcy (22)
 0 µM Set7/9 WT
 10 µM Set7/9 WT
 1 mM AdoMet (1)
R
el
. F
lu
or
es
ze
nz
 /a
.u
.
(
ex
 =
 3
60
 n
m
)
Wellenlänge /nm
O-MANT-AdoHcy (23)
 0 µM Set7/9 WT
 50 µM Set7/9 WT
 1 mM AdoMet (1)
R
el
. F
lu
or
es
ze
nz
 /a
.u
.
(
ex
 =
 3
60
 n
m
)
Wellenlänge /nm
6-MANT-AdoHcy (24)
 0 µM Set7/9 WT
 10 µM Set7/9 WT
 1 mM AdoMet (1)
R
el
. F
lu
or
es
ze
nz
 /a
.u
.
(
ex
 =
 3
60
 n
m
)
Wellenlänge /nm
Abbildung A.2: Unnormierte Fluoreszenzspektren der MANT-Cofaktoranaloga (1 µM)
mit Set7/9WT, jeweils vor der Titration (schwarz), nach der Titration mit 10 µM bzw.
50 µM MTase (blau) und nach Zugabe von 1mM AdoMet (1) zur Verdrängung der Fluores-
zenzsonde (rot).
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Abbildung A.3: Unnormierte Fluores-
zenzspektren des MANT-Cofaktoranalo-
gons O-MANT-AdoHcy (23) (1 µM) mit
Set7/9Y305L, vor der Titration (schwarz),
nach der Titration mit 50 µM MTase (blau)
und nach Zugabe von 1mM AdoMet (1) zur
Verdrängung der Fluoreszenzsonde (rot).
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Abbildung A.4: Unnormierte Fluores-
zenzspektren des MANT-Cofaktoranalo-
gons N -MANT-AdoHcy (22) (2 µM) mit
NovO, vor der Titration (schwarz), nach
der Titration mit 48 µMMTase (blau) und
nach Zugabe von 2mM AdoMet (1) zur
Verdrängung der Fluoreszenzsonde (rot).
A.4 Einstellungen am Fluoreszenzspektrometer
Tabelle A.1: Einstellungen am Fluoreszenzspektrometer.
Kinetics Scan
Ex. Wavelength 360 nm 360 nm
Em. Wavelength 440 nm 400-600 nm
Ex-Slit 5 nm 5nm
Em-Slit 10 nm 10 nm
Ave. Time 0.5 s
Cycle 0 s
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